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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá sledováním obsahu zearalenonu ve sladovnickém ječmeni 
pomocí imunochemické metody ELISA a následně pomocí kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). 
 V teoretické části byly charakterizovány základní pivovarské suroviny. Také byly popsány 
významné toxinogenní vláknité mikromycety. Pozornost byla věnována především vybraným 
fusariovým mykotoxinům (fumonisiny, trichotheceny, zearalenon). Dále byly popsány 
některé metody stanovení mykotoxinů. 
 V experimentální části bylo metodou ELISA analyzováno 90 vzorků sladovnického 
ječmene různých odrůd. V 19 vzorcích byla stanovená koncentrace zearalenonu větší neţ 
limit kvantifikace. Nejvyšších hodnot koncentrace dosahoval vzorek ječmene odrůdy 
Wintmalt (39,2 μg·kg-1), kde předplodinou byla kukuřice. Následně byly tyto vzorky 
podrobeny analýze pomocí LC-MS/MS. Pouze u čtyř vzorků byla koncentrace zearalenonu 
větší neţ limit kvantifikace, a to u vzorků ječmene odrůdy Blaník, Malz a Wintmalt. Dále 
byly analyzovány vzorky meziproduktů výroby sladu metodou LC-MS/MS. U ţádného 
vzorku nebylo nalezeno mnoţství zearalenonu větší neţ limit kvantifikace. 
 
ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with monitoring of  zearalenone content in malting barley using  
immunochemical method ELISA and consequently method of liquid chromatography with 
mass spectrometry (LC-MS/MS). 
 Theoretical part describes the brewing raw materials and important toxinogenic 
filamentous fungi. Special attention was drawn to selected fusarium mycotoxins (fumonisins, 
trichothecenes, zearalenone). It also describes some methods for determination of mycotoxins. 
Experimental section describes  analyze 90 samples of malting barley of different varieties 
using method ELISA. In 19 samples zearalenone concentration was higher than limit of 
quantification. The highest level of zearalenone concentration (39,2 μg·kg-1) contained barley, 
variety Wintmalt, where  corn was used as a fore-crop. The samples were subsequently 
analyzed by LC-MS/MS.  Zearalenone concentration was higher than limit of quantification 
only in four samples, namely in samples of Blaník, Malz and Wintmalt varieties of barley. 
Furthermore, the samples of intermediate products of malting process were analyzed by LC-
MS/MS. No sample showed level of zearalenone higher than limit of quantification. 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Fusariové mykotoxiny, zearalenon, sladovnický ječmen, slad, HPLC 
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1 ÚVOD 
Pivo je slabě alkoholický nápoj, který má v České republice dlouholetou tradici. Hlavními 
surovinami pro jeho výrobu jsou obilné slady, chmel, voda a pivovarské kvasinky. V našich 
klimatických podmínkách je ječmen jarní základní surovinou pro výrobu sladu a spolu 
s Ţateckým chmelem jsou nezbytné pro výrobu piva nesoucí celoevropsky chráněné označení 
„České pivo“ [1]. 
 V České republice je ječmen pěstován na cca 400 tisících hektarech a po pšenici ozimé 
je to nejvíce vysévaná plodina. Sloţení mikroflóry zrna ječmene je ovlivňováno zejména 
geografickými a klimatickými vlivy, výţivou, odolností odrůd vůči poléhání atd.  
 Na ječmeni se vyskytuje široké spektrum fytopatogenních hub, které napadají rostlinu 
během fází růstu, zrání, sklizně a skladování. Infekce ječmene těmito patogenními vláknitými 
mikromycetami vede k výnosovým ztrátám a ke sníţení sladovnické kvality zrna [2]. 
 Tyto patogenní plísně mohou produkovat mykotoxiny, coţ jsou toxické sekundární 
metabolity. V současné době je známo téměř 350 druhů toxinogenních hub, přičemţ řada 
z nich produkuje více neţ jeden toxin. Mykotoxiny se v první řadě vyskytují v zemědělských 
plodinách, nejčastěji v obilovinách, rýţi, kukuřici a olejnatých semenech. Nejvíce známé 
mykotoxinogenní druhy náleţí do rodů Aspergillus, Penicillium a Fusarium [3]. 
Houby rodu Fusarium, které se běţně vyskytují v půdě, mohou produkovat celou řadu 
mykotoxinů, kterým se souhrnně říká fusariové mykotoxiny. Ze skupiny trichothecenů jsou 
to například deoxynivalenol, nivalenol, T-2 a HT-2 toxiny. Dále jsou to fumonisiny 
a zearalenon. Protoţe mykotoxiny mohou negativně ovlivnit zdraví člověka a vyvolávají 
různé toxické syndromy, je v současné době tomuto problému věnována velká pozornost [4]. 
 Pro stanovení mykotoxinů se vyuţívá celá řada metod. V současné době se hojně vyuţívá 
kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí. Dále se jako detektor pouţívá UV detektor 
nebo detektor fluorescenční. Pro rychlé stanovení mykotoxinů se vyuţívá imunochemická 
metoda ELISA, která je zaloţena na reakci antigen-protilátka [5]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Pivovarské suroviny  
2.1.1 Sladovnický ječmen 
Ječmen je u nás základní surovinou pro výrobu sladu jiţ od středověku  
a národohospodářským významem se řadí mezi hlavní plodiny světa. Kulturně pěstované 
ječmeny jsou jarní, které jsou vysévané v březnu, nebo ozimé, vysévané na podzim. Dále 
se ze sladařského hlediska dělí podle počtu plodných kvítků v klasu na ječmeny víceřadé  
a dvouřadé [1].  
 V našich podmínkách se pěstují ozimé i jarní formy ječmene, ovšem pro sladovnické účely 
převaţuje pěstování jarních forem dvouřadého ječmene. Slady z ozimých ječmenů mohou 
způsobovat technologické problémy, a proto se jeho pouţití objevuje pouze jako alternativa 
při nízké sklizni jarního ječmene [6, 7]. 
 Vlastnosti odrůd ječmene výrazně ovlivňuje kvalitu sladu a z něj vyrobeného piva. 
V současné době se pěstuje velké mnoţství odrůd sladovnického ječmene, přičemţ během 
několika let ztrácí odrůda ječmene svoje specifické genetické vlastnosti a následně dojde 
k jejich vyřazení [7]. Seznam doporučených odrůd sladovnického ječmene je uveden 
v Tabulce 1. 
 
Tabulka 1 Seznam doporučených odrůd sladovnického ječmene [8]. 
 Název odrůdy Rok registrace 
Odrůdy doporučené VÚPS 
pro České pivo 
Blaník 2007 
Bojos 2005 
Laudis 550 2013 
Malz 2002 
Petrus 2013 
Vendela 2013 
Zhana 2013 
Advent 2009 
Aksamit 2007 
Calgary 2003 
Radegast 2005 
Tolar 1997 
Doporučené odrůdy 
Arthur 2013 
Kangoo 2008 
Sebastian 2005 
Sunshine 2012 
Xanadu 2006 
Nově registrované odrůdy 
(po sklizni 2013) 
Britney - 
AF Cesar - 
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Francin - 
KWS Asta - 
KWS Irina - 
Montoya - 
Odyssey - 
Overture - 
RGT Otakar - 
SU Zaza - 
 
2.1.1.1 Morfologie a anatomie ječmene 
Rostlina ječmene (Obrázek 1) je tvořena kořenovou soustavou, stéblem s kolénky, listy  
a květem. 
 Kořenovou soustavu dělíme na primární a sekundární. Primární kořenová soustava 
se vytváří při klíčení obilek a tyto kořínky se nazývají zárodečné. Ječmen vytváří největší 
počet zárodečných kořínků (5-8) z našich obilovin. Sekundární kořenová soustava se vytváří 
o něco později, a to z odnoţovacího kolénka [9, 10]. Kořenový systém zajišťuje pro rostlinu 
příjem ţivin, vody a ukotvení v substrátu [11]. 
 Stéblo ječmene je obvykle 80 aţ 130 cm dlouhé, je kruhového průřezu, mírně kónické 
a duté, čímţ je zajištěna její vysoká mechanická pevnost při nízké hmotnosti. Pomocí kolének 
je stéblo rozděleno na 4 aţ 8 článků, přičemţ spodní článek je nejkratší a následující je vţdy 
delší. Z horní části kaţdého kolénka vyrůstá list, který je přisedlý a vztyčený. Má úzkou čepel 
a pochvu, která objímá kolénko a spodní část článku stébla [9, 10].  
 Květenstvím ječmene je nevětvený klas, který se skládá z klasového vřetena, a po jeho 
obou stranách střídavě vyrůstají klásky, které jsou tvořeny z několika květů. Květ je uzavřen 
vnější plevou, pluchou s osinou a vnitřní pluškou, které chrání květ před mechanickým 
poškozením. Dále se květ skládá ze svrchního jednovaječného semeníku s dvěma pérovitými 
bliznami a obvykle třemi tyčinkami [9, 10].  
 Obilka, obecně označována také jako zrno nebo semeno, je sloţena z obalu, zárodku 
a endospermu, který je tvořený hlavně tenkostěnným parenchymatickým pletivem vyplněným 
škrobem. Obalovou vrstvou na hřbetní straně je plucha, na břišní straně pluška, dále následují 
oplodí a osemení. Na spodní hřbetní straně obilky se nachází zárodek, coţ je základ budoucí 
rostliny. Obsah vody v obilce se pohybuje od 12 do 15 %, zbytek je sušina, jejíţ hlavní 
součástí je škrob. Chemické sloţení obilky je uvedeno v Tabulce 2 [9, 10]. 
 
Tabulka 2 Průměrné chemické sloţení obilky ječmene [10]. 
 voda škrob bílkoviny tuky celulóza popeloviny 
Obsah v % 13,8 66,0 10,5 2,1 4,8 2,7 
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2.1.1.2 Pěstování a požadavky na prostředí 
Jarní ječmen se pěstuje napříč všemi klimatickými oblastmi, avšak vysoké sladovnické 
hodnoty lze dosáhnout za určitých půdně klimatických podmínek. 
 Významným faktorem ovlivňujícím pěstování jarního ječmene je výběr půdního typu. 
Jarní ječmen je mnohem náročnější na půdu neţ jiné obiloviny, to vyplývá z jeho jemnějšího 
a mělčího kořenového systému a z potřeby intenzivního příjmu ţivin a vody z půdy během 
krátkého vegetačního období. Nejvhodnější jsou hlubší černozemě a hnědozemě s dostatkem 
jílu, který dokáţe zadrţovat vodu. Negativní vliv na růst jarního ječmene i sladovnickou 
kvalitu má kyselé půdní prostředí, které potlačuje tvorbu kořenového systému a sniţuje 
účinnost ţivin [6, 12]. 
 Jedním z rozhodujících činitelů z hlediska tvorby výnosů a technologické kvality 
je předplodina. Dlouhodobě nejlepší předplodinou jsou okopaniny hnojené chlévským 
hnojem, jako je cukrovka, brambory nebo kukuřice, které pomáhají udrţovat a zlepšovat 
úrodnost půdy a také zvyšují biologickou činnost. Naproti tomu obilniny, a tedy i ječmen, 
obecně půdní aktivitu sniţují. Po jejich opakovaném pěstování můţe docházet ke změně 
půdní mikroflóry a ke zhoršení fyzikálně - chemických vlastností půdy. Dalším důleţitým 
Obrázek 1 Rostlina ječmene [9] 
a – zárodečné kořínky, b – adventivní kořínky, c – odnoţovací kolénko,  
d – oddenkový článek, e – koleoptile, f – hlavní stéblo, g – odnoţ, h – klas  
 
 11 
intenzifikačním faktorem je organické hnojení, především zelené hnojení v kombinaci 
se slámou [6, 9, 12]. 
 V České republice lze rozdělit pěstování ječmene jarního z hlediska reakce odrůd 
na klimatické a půdní podmínky do čtyř oblastí. Kukuřičná oblast (Branišovice, Lednice, 
Oblekovice, Uherský Ostroh) je sušší oblast jiţní Moravy, kde sladařské vyuţití je limitováno 
vyšším obsahem bílkovin v zrnu. Oblast s nejlepšími podmínkami pro produkci ječmene 
ke sladování je oblast Řepařská (Čáslav, Hrubčice, Chrlice, Kroměříţ, Pusté Jakartice, 
Stupice, Tursko, Věrovany, Ţatec). Dobré podmínky pro pěstování ječmene pro slad jsou také 
v oblasti Bramborářské (Domanínek, Horaţďovice, Hradec nad Svitavou, Lípa, Vysoká). 
Poslední oblasti je oblast Pícninářská (Krásné údolí), kde převaţuje produkce pro krmné účely 
[8]. 
2.1.1.3 Sladovnická jakost 
Základní a nejdůleţitější technologickou vlastností zrna sladovnického ječmene je schopnost 
rychle a jednotně klíčit. Jakékoliv poškození zrn sladovnického ječmene způsobuje 
technologické problémy při výrobě a poškozuje kvalitu finálního výrobku [13].  
 Kvalitu, úroveň a vyrovnanost jednotlivých sledovaných sladovnických parametrů hodnotí 
ukazatel sladovnické jakosti (USJ). Poţadavky na ječmen jako zemědělského výrobku 
určeného na výrobu pivovarského sladu jsou vymezeny normou ČSN 46 1100-5 [8, 12]. 
 V rámci USJ jsou hodnoceny následující znaky, jejichţ hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 3. 
 
Tabulka 3 Přehled hodnocených jakostních parametrů [9] 
Znak Rozpětí 
Obsah dusíkatých látek – bílkovin v sušině [%] 10,7 – 11,2 
Obsah extraktu [%] 80,9 – 82,5 
Relativní extrakt při 45 °C [%] 37,0 – 41,0 
Kolbachovo číslo – informuje o stupni rozluštění bílkovin 39,0 – 44,0 
Diastatická mohutnost [WK] 220 – 280 
Dosaţitelný stupeň prokvašení [%] 79,0 – 82,0 
Friabilita – křehkost [%] 79,0 – 86,0 
Obsah β-glukanů ve sladině [mg·l-1] 150 – 200 
 
 Vedle těchto technologických parametrů, které jsou pravidelně zjišťovány, se zjišťuje ještě 
řada dalších znaků. Mezi nimi je klíčivost a energie klíčení, coţ jsou rozhodující parametry 
sladovnického ječmene. Dále to je podíl zrna nad sítem 2,5 mm, který charakterizuje 
vyrovnanost a plnost zrn v ječmeni. Vysoký podíl nad sítem 2,5 mm souvisí s výtěţností 
sladu a do určité míry ovlivňuje i obsah bílkovin i extraktivnost vyrobeného sladu. Klasickým 
parametrem je hektolitrová hmotnost a hmotnost 1000 zrn. Dále také barva a jemnost pluchy, 
podle kterých se dá usuzovat, jak probíhala závěrečná fáze zrání, za jakých podmínek byl 
ječmen sklizen, jak byl ošetřen a uskladněn. Tyto a mnoho dalších poţadavků, technologické 
postupy a hygienické předpisy v pivovarsko - sladařské výrobě je nezbytné respektovat [6, 9]. 
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2.1.2 Slad 
Nejběţněji vyráběnými druhy sladů v České republice jsou světlý slad plzeňského typu 
a tmavý slad mnichovského typu, často uváděný jako bavorský slad. Další typy speciálních 
sladů slouţí pro zvýraznění určitých kvalitativních a specifických vlastností základních typů 
světlých a tmavých piv. Mezi speciální slady řadíme karamelové slady, barvicí slady, 
nakuřované slady, melanoidinové slady, diastatické slady, proteolytické slady a slady 
zvyšující redoxní kapacitu piva. 
 Světlý slad plzeňského typu je charakteristický příznivým extraktem a dostatečnou 
enzymatickou silou, s nízkou barvou. Tento typ sladu se pouţívá pro výrobu světlých piv typu 
leţáků, konzumních piv a speciálních piv s různou koncentrací původní mladiny. 
 Bavorský slad má typické vysoké hodnoty barvy kongresní sladiny a výrazné aroma, čehoţ 
se dosáhne hlubším rozluštěním při klíčení. Ječmen pro výrobu bavorského sladu je klíčen o 1 
aţ 2 dny déle s vyšším obsahem vody a při vyšší teplotě neţ ječmen pro výrobu světlého sladu 
[7, 9]. 
2.1.2.1  Technologie výroby sladu 
Cílem sladování je vyrobit řízeným procesem klíčení a hvozdění z ječmene slad, obsahující 
potřebné enzymy a aromatické i barevné látky nezbytné pro výrobu určeného druhu piva [14]. 
Celý proces výroby sladu sestává z čištění a třídění ječmene, máčení ječmene, klíčení 
ječmene, hvozdění zeleného sladu, odkličování a uskladnění sladu [1, 9]. 
Čištění ječmene probíhá ve dvou stupních. Nejprve se na vibrujících sítech aspirátoru 
odstraní hrubé nečistoty, poté cizí příměsi a nakonec jemné příměsi jako je prach, písek apod. 
Následně se na triéru odstraňují půlky ječných zrn a kulatá zrna různých plevelů. 
Třídění ječmene podle velikosti zrn má velký technologický význam pro docílení 
jednotného máčení, klíčení a získání dokonale homogenního sladu. Ječmen se dělí na I. a II. 
třídu podle velikosti zrn. Zrna I. třídy mají velikost zrn nad 2,5 mm a zrna II. třídy mají 
velikost 2,2 aţ 2,5 mm [9]. 
Cílem máčení ječmene je zvýšení obsahu vody v zrnu z původních asi 10-15 %  
na 40-47 %. Tímto vzniknou podmínky pro klíčení zrna a současně syntézu a aktivaci 
biokatalyzátorů enzymů. Dosaţený obsah vody se nazývá stupeň domočení a liší se podle 
typu vyráběného sladu [1, 14].  
Při klíčení ječmene se mění sloţení zrna působením komplexů enzymů, které se postupně 
aktivují v obilkách. Důleţité jsou především komplexy enzymů, které štěpí 
vysokomolekulární látky na nízkomolekulární sloučeniny, které se v průběhu hvozdění sladu 
a následně výroby piva podílejí na tvorbě jeho typických senzorických vlastností. Produktem 
klíčení je tzv. zelený slad [1]. 
Hvozdění je závěrečnou fází výroby sladu, kdy se zelený slad s vysokým obsahem vody 
převádí do skladovatelného a stabilního stavu sníţením obsahu vody z původních asi 40 % 
na 3-5 %. Během hvozdění se zastavují ţivotní pochody zárodků a také se tvoří barevné 
a aromatické látky, které jsou charakteristické pro jednotlivé druhy sladů [1, 9]. 
Na hvozdění navazuje odkličování sladu, při němţ se slad zbaví kořínků, poškozených zrn 
a prachu, současně se dochladí, a poté se uskladní do sladových sil [9]. 
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2.1.3 Chmel 
Chmel je jedna ze tří základních pivovarských surovin poskytující pivu typickou hořkou chuť 
a aroma odlišující se od všech ostatních nápojů. Botanicky se chmel zařazuje do čeledě rostlin 
konopovitých a má tři druhy, tj. chmel japonský, chmel oplétavý a chmel otáčivý, jeţ 
zahrnuje poddruh chmel evropský, který se pěstuje v mnoha odrůdách pro pivovarské účely 
[7, 9]. 
 Hlavními částmi chmelové rostliny jsou kořenová soustava, réva s pazochy, listy 
a květenství, které se během vegetace vyvíjí v chmelové hlávky (Obrázek 2), jeţ se sklízejí 
pro pivovarské účely. Skládají se ze stopky, vřeténka, pravých a krycích listenů. Pro 
pivovarské účely se pěstují pouze rostliny samičí [7]. 
 
 
 
  
 Specifické vlastnosti českých chmelů jsou tvořeny jejich chemickým sloţením. Nositeli 
hořkosti chmele jsou chmelové pryskyřice sloţené z řady chemicky podobných sloučenin, 
z nichţ nejvýrazněji ovlivňují hořkost piva izomerace α-hořkých kyselin. Další specifickou 
vlastností českých chmelů je jemné aroma, které je způsobeno příznivou skladbou 
chmelových silic a zvláště obsahem farnesenu, který většina ostatních odrůd postrádá. Třetí 
nejdůleţitější sloţkou chmele jsou polyfenolové sloučeniny, které pozitivně ovlivňují plnost 
chuti piva [1]. 
2.1.4 Voda 
Pivovarství patří mezi průmyslová odvětví s největší spotřebou vody, která má velký vliv 
na běţnou kvalitu i charakteristické vlastnosti určité značky. Podle účelu pouţití se voda dělí 
do tří skupin, tj. varní voda, mycí a sterilační voda a provozní voda. 
Varní voda se pouţívá na přípravu mladiny a tedy k výrobě piva a musí splňovat 
poţadavky jako na pitnou vodu. Důleţité je, jakou má varní voda tvrdost a jaké je zastoupení 
Obrázek 2 Stavba chmelové hlávky [3] 
1 – chmelová hlávka, 2 – krycí listen, 3 – pravé listeny, 4 – naţka, 5 - vřeténko 
1 
2 
3 4 
5 
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jednotlivých solí. Rozeznáváme tři základní typy varní vody, a to měkkou plzeňskou vodu, 
mírně tvrdou mnichovskou a velmi tvrdou vodu dortmundskou. Mycí a sterilační voda musí 
být prostá mikroorganismů, chemických kontaminantů a nesmí zapáchat. Provozní voda 
by měla odpovídat standardům stanoveným pro jednotlivé operace a zařízení [1, 7]. 
2.1.5 Pivo 
Pivo je slabě alkoholický nápoj, který se vyrábí z obilného sladu, vody a chmele působením 
mikroorganismů pivovarských kvasinek. Podle barvy rozeznáváme piva světlá, polotmavá 
a tmavá, popřípadě jejich směsi zvané piva řezaná [7]. 
 Vyrábějí se piva spontánně kvašená, jako je Lambik, piva svrchně kvašená, jako jsou 
pšeničná piva, Ale, Stout, Porter atd. [7]. V České republice se aţ na výjimky vyrábějí pouze 
piva spodně kvašená. Podle obsahu původního extraktu mladiny se piva dělí na lehká, která 
mají koncentraci extraktu původní mladiny do 7,99 %, piva výčepní mající extrakt původní 
mladiny v rozmezí 8,00-10,99 %, leţáky s 11,00-12,99 % extraktu původní mladiny a piva 
speciální, která mají koncentraci extraktu původní mladiny nad 13,00 % [9]. Obsah alkoholu 
v pivu odpovídá přibliţně třetině hodnoty extraktu původní mladiny [1]. 
 Dále se u nás vyrábějí piva nealkoholická s koncentrací alkoholu do 0,5 % objemových, 
piva se sníţeným obsahem alkoholu od 0,5 % do 1,2 % objemových, portery s minimálně 
18 % extraktu, piva se sníţeným obsahem cukrů, pšeničná piva, kvasnicové pivo a piva 
ochucená [7, 9]. 
2.1.5.1 Technologie výroby piva 
Výroba piva začíná ve šrotovně, kde dochází k rozemletí sladu. Mechanické rozrušení zrna 
je potřebné pro zpřístupnění extraktivních látek sladu a urychlení jejich rozpouštění 
a biochemické změny, které probíhají v dalších fázích přípravy mladiny. Šrotovna se nachází 
v blízkosti varny, jelikoţ sladový šrot je nevhodné uchovávat delší dobu, z důvodů oxidačních 
změn způsobených vzdušným kyslíkem, jeţ má neblahé účinky na senzorickou stabilitu piva 
[7]. 
 Následuje proces vystírání, jehoţ cílem je dobře smíchat sladový šrot s nálevem varní vody 
ve vystíracích nádobách. Třetina objemu této směsi se postupně zahřívá na technologicky 
důleţité teploty, čímţ dochází k rozštěpení škrobu a dalších látek sladovými enzymy 
na nízkomolekulární látky, především na cukry zkvasitelné pivovarskými kvasinkami. Tento 
proces, tzv. rmutování se opakuje zpravidla dvakrát [1, 7]. 
 Po odrmutování následuje proces scezování. Je to fyzikální proces, při kterém se oddělí 
tzv. předek (roztok obsahující extraktivní látky sladu) od zbytků sladového šrotu neboli mláta 
[7]. Mláto se poté vyluhuje teplou vodou a výluh, tzv. výstřelek, se míchá s předkem [1].  
 Vzniklá sladina se v mladinové pánvi vaří s chmelem po dobu 90-120 minut, přičemţ 
výsledným produktem je horká mladina. Při chmelovaru se mimo jiné odpaří přebytečná voda 
a mladina získá potřebnou koncentraci extraktu pro určitý druh piva [1, 9]. 
 Uvařená mladina se ve varně pivovaru musí ochladit na zákvasnou teplotu a odstraní 
se z ní vyloučené kaly. Do ochlazené mladiny se přidají pivovarské kvasinky (převáţně druh 
Saccharomyces cerevisiae) a probíhá první fáze kvašení, tj. hlavní kvašení. V této fázi 
 15 
vznikají jako základní produkty kvašení ethanol, oxid uhličitý a biomasa a dále řada 
vedlejších metabolitů, které mají zásadní význam pro buket piva. 
 Druhá fáze kvašení, jeţ se nazývá dokvašování a zrání piva, probíhá za niţších teplot 
a za mírného přetlaku. Cílem této fáze je nasycení piva oxidem uhličitým, vyčeření a získání 
rovnováhy senzoricky významných látek [1, 7]. 
 Zralé pivo se filtruje, aby se po dobu několika měsíců nezměnila jeho čirost. V průběhu 
filtrace se z piva oddělují zákalotvorné částice a zbylé kvasničné buňky.  
 Pro zvýšení biologické trvanlivosti piva dochází k jeho tepelným úpravám, k tzv. pasteraci, 
coţ je tepelná inaktivace mikroorganismů, které mohou kazit pivo [7, 9]. Takto připravené 
pivo se stáčí do přepravních obalů, nejčastěji láhví a sudů [1]. 
2.1.5.2 České pivo 
Evropská unie věnuje ochraně zeměpisných označení výrobků, které vynikají specifickými 
vlastnostmi a kvalitou a jejichţ výroba je úzce spojena s podmínkami a tradicemi v místě 
výroby, velkou pozornost [1]. Byla zavedena tři chráněná označení (Obrázek 3): chráněné 
zeměpisné označení (CHZO), chráněné označení původu (CHOP), a zaručená tradiční 
specialita (ZTP) [15]. 
 
  Obrázek 3 Loga chráněných označení [12] 
 
 Pivo je v česku povaţováno za národní nápoj a určitou součást kulturního dědictví. 
Tradiční české pivo se od zahraniční produkce odlišuje jak svými senzorickými vlastnostmi, 
tak způsobem výroby [15]. Prvním chráněným zeměpisným označením pro Českou republiku 
bylo „Českobudějovické pivo“, které můţe chráněné označení CHZO pouţívat 
od 1. května 2004. V roce 2008 udělila Evropská komise výrobkům českých a moravských 
pivovarů celoevropsky chráněné označení „České pivo“, které platí pro pivo s typickými 
analytickými a organoleptickými vlastnostmi vyráběné na území Čech a Moravy, výhradně 
z domácích kvalitních surovin [1]. Na výrobu CHZO České pivo musí být aspoň 80 % ze 
sladového sypání na várku vyrobeno z odrůd jarního ječmene doporučených pro České pivo 
a minimálně 30 % chmele na várku musí tvořit Ţatecký chmel, nebo jeho klony doporučené 
VÚPS pro České pivo [15]. Seznam odrůd jarního ječmene doporučených pro České pivo je 
uveden v Tabulce 1. 
 Dnes pouţívá označení CHZO České pivo 13 pivovarů pro 68 druhů piv [17]. Výrobci jsou 
pod kontrolou Státní zemědělské a potravinářské inspekce, která je pověřena dozorem nad 
plněním specifikace Českého piva [15]. 
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2.2 Vláknité mikromycety  
2.2.1 Charakteristika 
Mikromycety neboli mikroskopické vláknité houby jsou vícebuněčné, eukaryotní, pokročilé 
heterotrofní, saprofytické nebo parazitické mikroorganismy a spolu s kvasinkami  
a kvasinkovitými mikroorganismy tvoří skupinu mikroskopických hub. Jedná  
se o heterogenní skupinu, jejichţ velká morfologická rozmanitost a schopnost mikromycetů 
přizpůsobit se nejrůznějším ekologickým podmínkám umoţňuje jejich výskyt všude tam, kde 
existuje organická hmota. Spory mikromycet jsou jednobuněčné nebo vícebuněčné výtrusy, 
které slouţí jednak k rozmnoţování, ale také k samotnému přeţívání. Nacházejí se mimojiné 
v ovzduší, půdě, vodě a velmi vhodným substrátem pro osídlení, vývoj a rozmnoţování 
toxinogenních mikromycetů jsou potraviny. 
Z celkového počtu 114 druhů, které mají význam v potravinách, je 65 druhů 
toxinogenních. Mezi nejvýznamnější rody těchto toxinogenních mikromycet, jejichţ druhy 
produkují toxikologicky závaţné mykotoxiny, patří rody Aspergillus, Penicillium  
a Fusarium [18, 19].  
2.2.2 Rod Aspergillus 
Rod Aspergillus je z fylogenetického hlediska pokládán za velice starý rod. Český název 
kropidlák vznikl tím, ţe průřez rozmnoţovacím orgánem připomínal botanikům kropítko. 
 Základní taxonomické schéma rodu Aspergillus je uvedeno v Tabulce 4 [20]. 
 
Tabulka 4 Základní taxonomické schéma rodu Aspergillus [20] 
Říše Oddělení Řád Čeleď Anamorfní rod 
Fungi (houby) Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus 
 
 První revizi rodu Aspergillus provedli Thom a Church v roce 1926 na základě morfologie 
kolonií. Bylo akceptováno 69 druhů sdruţených do 11 skupin. V roce 1945 Thom a Raper 
popsali 77 druhů s 10 varietami sdruţených do 14 skupin a dále v roce 1965 Raper a Fennell 
popsali 132 druhů sdruţených v 18 skupinách [20]. 
 Rod Aspergillus zahrnuje převáţně velmi rychle rostoucí mikromycety, které tvoří plně 
vybarvené kolonie. Zástupci tohoto rodu mají septované mycelium, které můţe být bezbarvé, 
ţluté, modré i černé. Nepohlavní rozmnoţovací struktury jsou tvořeny konidioforem, který 
je hlavicově zakončen. Na tomto konci se nachází měchýřek, který můţe být kulovitého, 
polokulovitého, elipsoidního nebo palicovitého tvaru. Po celém jeho povrchu nebo jen na jeho 
části vyrůstají konidiogenní buňky tzv. fialidy a to v jedné či více řadách. Tyto fialidy jsou 
lahvicovitého tvaru a na konci jsou zúţeny v krátký konidiogenní krček, kterým se vypučí 
mladé konidie. U některých druhů je také známa tvorba neuspořádaných asků obsahujících 
8 askospor, kdy se asky nachází v kulovitém kleistotheciu [19, 20, 21]. 
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 V současnosti bylo popsáno asi 18 druhů aspergilů patogenních pro člověka, ve skutečnosti 
však za více jak 95% všech infekcí odpovídají pouze tři druhy Aspergillus fumigatus, A. 
flavus a A. niger [20]. 
2.2.3 Rod Penicillium 
Rod Penicillium do roku 2001 obsahoval 225 akceptovaných druhů, 347 synonym a 47 
teleomorf rodu Eupenicillium s 5 synonymy a asi 17 teleomorf rodu Talaromyces s několika 
synonymy. Základní taxonomické schéma je uvedeno v Tabulce 5 [20]. 
 
Tabulka 5 Základní taxonomické schéma rodu Penicillium [20] 
Říše Oddělení Řád Čeleď Anamorfní rod Podrod 
Fungi 
(houby) 
Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Penicillium 
Aspergilloides 
Penicillium 
Biverticillium 
Furcatum 
 
 Příslušníci tohoto rodu patří k nejrozšířenějším vláknitým mikromycetům teplého 
a mírného klimatu. Jejich spory jsou prakticky všudypřítomné. Vyskytují se v půdě, ve vodě, 
v ovzduší a ulpívají na nejrůznějších substrátech, na nichţ dovedou při minimálních 
poţadavcích na ţiviny vyklíčit. Proto jsou tyto mikromycety také velmi častými kontaminanty 
potravin, ţivotního a pracovního prostředí člověka. Někteří zástupci tohoto rodu se vyuţívají 
při výrobě plísňových sýrů a staly se také předmětem mnoha studií, jako například norský 
badatel Sopp (1898) a americký badatel Thom se ve své první studii (1906) zabývali druhy 
rodu Penicillium, které byly pouţívány při výrobě a zrání sýrů [20, 21]. 
 Nepohlavní rozmnoţovací orgány rodu Penicillium jsou rovněţ tvořeny konidioforem, 
fialidami a konidiemi. Konidiofor má u kaţdého z podrodů specifickou stavbu. Například 
podrod Aspergilloides má konidiofor monoverticilátní, podrod Penicillium konidiofor 
asymetricky větvený terverticilátní. Fialidy jsou na neztluštělém konidioforu sestaveny 
do tvaru štětičky, odtud také pochází český název štětičkovec [19, 20]. 
 Jediným pravidelným patogenem rodu Penicillium je dimorfní druh Penicillium marneffei, 
který je schopen vyvolat infekci u člověka. Tento druh můţe v endemických oblastech 
jihovýchodní Asie způsobit systémové infekce u pacientů s AIDS [20]. 
2.2.4 Rod Fusarium 
Zástupci rodu Fusarium jsou součásti půdního ekosystému, kde se podílí na rozkladu 
organické hmoty a náleţí k významným potenciálně toxinogenním „polním“ mikromycetům. 
Základní taxonomické rozdělení je uvedeno v Tabulce 6 [20]. Hlavním kritériem 
taxonimického členění rodu Fusarium byla dříve morfologie spor, ovšem za poslední 
desetiletí docházelo k řadě změn a taxonomie byla zpřesněna identifikací pomocí molekulárně 
biologických metod [22]. 
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Tabulka 6 Základní taxonomické schéma rodu Fusarium [20] 
Říše Oddělení Řád Čeleď Anamorfní rod 
Fungi (houby) Ascomycota Hypocreales Hypocreaceae Fusarium 
 
 Mikroskopické vláknité houby rodu Fusarium jsou celosvětově rozšířenými patogeny 
obilovin, jejichţ výskyt je spojen především s klimatickými podmínkami. Nejvíce 
se vyskytují v teplých a mírných oblastech Evropy, Ameriky, Asie a Austrálie. 
 K významným zástupcům rodu Fusarium patří producenti mykotoxinů. K produkci těchto 
toxických metabolitů dochází především při napadení druhy F. graminearum a F. culmorum. 
F. graminearum napadá hlavně obiloviny, a to především kukuřici, pčenici a ječmen. 
Produkuje řadu mykotoxinů, které způsobují onemocnění zvířat i lidí. Další zmiňovaný druh 
F. culmorum je typický půdní patogen, který napadá především rostlinné zbytky v půdě, ale 
můţe se také šířit na klasy některých obilnin [22]. 
2.3 Mykotoxiny 
Mykotoxiny jsou nízkomolekulární sekundárně metabolické produkty vláknitých mikromycet, 
které jsou toxické pro rostliny i teplokrevné ţivočichy včetně člověka [23]. Jejich výskyt 
v potravinách a krmivech je povaţován za potenciální hrozbu na lidské i zvířecí zdraví, a to 
buď v důsledku přímé kontaminace rostlinných materiálů, nebo jejich produktů, anebo 
„přenesením“ mykotoxinů a jejich metabolitů do ţivočišných tkání, mléka a vajec po poţití 
kontaminovaného krmiva [5]. 
 Mykotoxiny jsou těţko definovatelné a nelze je jednoduše zařadit do jednotlivých skupin 
sloučenin podle jejich chemické struktury, aniţ by nebyl zohledněn jejich výskyt, producenti 
a intenzita jejich toxických účinků. Z toho důvodu se klasifikační systémy odráţejí 
od jednotlivých vědních disciplín. Mykologové rozdělují mykotoxiny podle houby, která 
je produkuje (Fusariové mykotoxiny). Lékaři je často uspořádávají podle orgánu, na který 
mají mykotoxiny vliv (neurotoxiny, imunotoxiny, hepatotoxiny), cytologové je zařazují 
do obecných skupin, jako jsou karcinogeny, mutageny nebo alergeny a z hlediska chemické 
struktury můţou být definované jako např. laktony a kumariny [24]. 
 V celosvětovém měřítku má z hlediska zdraví člověka největší význam pět mykotoxinů 
nebo jejich skupin. Jsou to aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny, trichotheceny a zearalenon 
[25]. 
 Aflatoxiny jsou polycyklické, nesaturované a vysoce substituované kumariny, které byly 
identifikovány v roce 1960 ve Velké Británii po uhynutí velkého mnoţství krocanů po poţití 
infikovaného krmiva. V dnešní době jsou aflatoxiny nejlépe prozkoumanou skupinou 
mykotoxinů. Jsou produkovány zejména vláknitými mikromycety Aspergillus flavus 
a Aspergillus parasiticus.  
Celkem bylo jiţ identifikováno 18 druhů aflatoxinů, z nichţ nejznámější jsou aflatoxin 
B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) a G2 (AFG2). Aflatoxin B1, nejprostudovanější aflatoxin, 
je nejsilnější známý přírodní karcinogen a nejúčinnější hepatokarcinogen u zvířat, jehoţ 
cílovým orgánem jsou játra [20, 26]. 
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Ochratoxin A (OTA) je produkován zejména dvěma rody Aspergillus a Penicillium, 
přičemţ produkce plísní Aspergillus se uskutečňuje v tropických a subtropických oblastech 
a v chladných oblastech je OTA produkován rodem Penicillium. Ochratoxiny lze obecně 
definovat jako deriváty 7-izokumarinu vázané na aminoskupinu L-β-fenylalaninu [20].  
OTA se vyskytuje v mnoha potravinářských komoditách, z nichţ nejvýznamějším zdrojem 
jeho přijmu jsou cereálie a produkty z cereálií, ovoce, káva, pivo a víno [5]. Jde 
o termostabilní toxin, a tudíţ není destruován při tepelné úpravě krmiv a potravin. Mezi 
hlavní toxické účinky OTA patří nefrotoxicita, imunotoxicita, mutagenita, karcinogenita, 
teratogenita a neurotoxicita [20, 26]. 
 
Obrázek 4 Strukturní vzorec aflatoxinu B1 [20] 
 
 
Obrázek 5 Strukturní vzorec ochratoxinu A [20] 
2.4 Fusariové mykotoxiny 
Fusariové mykotoxiny jsou produkovány plísní rodu Fusarium a celkový počet dosud 
popsaných sekundárně metabolických sloučenin tohoto rodu se blíţí k číslu 150. Mezi 
nejvýznamnější toxiny patří trichotheceny, fumonisiny a zearalenony [23]. 
2.4.1 Trichotheceny 
Trichotheceny tvoří skupinu, ve které se nachází více jak 170 druhů těchto metabolitů. Jsou 
produkovány houbami rodu Fusarium, avšak produkce byla prokázána i u některých kmenů 
rodu Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium, Cylinrocarpon, Phomopsis, 
Verticimonosporium a Stachybotrytys [3].  
 Trichotheceny se odvozují od základního skeletu prvního známého členu této skupiny –
trichothekanu. Trichotheceny mají tetracyklickou seskviterpenovou strukturu, zahrnující 
šestičlenný heterocyklus s kyslíkem, epoxyskupinu v poloze C-12, C-13 a dvojnou vazbu 
v poloze C-9, C-10. Souhrnně se proto označují jako 12, 13-epoxy-9-trichotheceny [3]. 
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 Podle charakteristických vlastností a počtu funkčních a substitučních skupin se rozdělují 
do čtyř základních skupin, a to A, B, C a D [26]. Houby rodu Fusarium produkují pouze 
trichotheceny ze skupiny A a B [24].  Typ A obsahuje na uhlíku C-8 jinou funkční skupinu 
neţ ketonickou a patří zde např. T-2 toxin, HT-2 toxin a neosolaniol. Nejvýznamnějším 
zástupcem trichothecenů typu B, obsahující na uhlíku C-8 karbonylovou skupinu, 
je deoxynivalenol a nivalenol [3].  
 
Obrázek 6 Strukturní vzorce trichothecenů typu A a B [27] 
 
Tabulka 7 Funkční skupiny nejvýznamnějších trichothecenů typu A a B [27] 
 Mykotoxin R1 R2 R3 
Typ A 
T-2 toxin OH OAc OCOCH2CH(CH3)2 
HT-2 toxin OAc OAc OCOCH2CH(CH3)2 
Neosolaninol OAc OAc OH 
Typ B 
Deoxynivalenol OH H OH 
Nivalenol OH OH OH 
3-acetyldeoxynivalenol OAc H OH 
15-acetyldeoxynivalenol OH H OAc 
 
Trichotheceny se vyskytují v širokém spektru zemědělských plodin. Mezi nejčastěji 
kontaminované plodiny patří ječmen, pšenice a kukuřice. Mezi další často napadané plodiny 
patří ţito a oves a v menších koncentracích byly trichotheceny nalezeny také v rýţi, čiroku, 
bramborách i sójových bobech [3]. V těchto plodinách jsou široce rozšířeny trichotheceny 
typu A a B, zatímco trichotheceny typu C a D, i kdyţ jsou více toxické, se v potravinách 
a krmivech vyskytují velice zřídka [5]. 
Trichotheceny vykazují širokou škálu biologické aktivity, jako např. antibakteriální, 
antifungiální a cytotoxické vlastnosti. Některé jsou fytotoxické a většina z nich vykazuje pro 
ţivočichy větší čí menší stupeň toxicity zahrnující také insekticidní efekt. Toxicita 
je vysvětlována především přítomnosti epoxyskupiny. Po kontaminaci trichotheceny můţe 
docházet k rozličným syndromům, například ke sniţování přijmu nebo totálnímu odmítáni 
potravy, k podráţdění kůţe a k dermálním nekrózám, zvracení, průjmům a krvácivosti [28]. 
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2.4.2 Fumonisiny 
Nejvýznamnějším producentem fumonisinů je Fusarium moniliforme. Tato skupina 
mykotoxinů byla objevena koncem 80. let 20. století v Jihoafrické republice. Fumonisiny 
je moţno chemicky charakterizovat jako sloţité alifatické sloučeniny. Jedná se o diestery 
propan-1,2,3-trikarboxylové kyseliny s pentahydroxydimethyleikosanem. Dosud byla 
izolována celá řada fumonisinů a jejich metabolitů a mezi nejvýznamnější patří zejména 
fumonisiny B1, B2 a B3, které se běţně vyskytují v přírodě jako kontaminanty potravin 
a krmiv. Mezi tyto potraviny patří hlavně kukuřice, krmiva a potraviny na bázi kukuřice, dále 
byly nalezeny v nudlích, koření, pivu a chlebě. 
 V experimentech bylo prokázáno, ţe fumonisiny inhibují biosyntézu sfingolipidů, které se 
vyskytují ve větším mnoţství v mozku a v nervové tkáni a jsou potřebné pro stavbu 
a fyziologickou činnost buněčné stěny. Fumonisiny jsou dále klasifikovány jako moţné 
karcinogeny pro člověka a jsou charakterizovány jako promotory karcinogenního procesu 
[20, 26]. 
 
Obrázek 7 Strukturní vzorec fumonisinu B1 [24] 
2.4.3 Zearalenon 
Zearalenon (ZON) je nesteroidní estrogenní mykotoxin, který je produkován toxinogenními 
kmeny rodu Fusarium, a to například F. equiseti, F. moniliforme, F. oxysporu, ale 
nejvýznamnějšími jsou F. culmorum a F. graminearum (Gibberella zeae), které významně 
infikují obiloviny k výrobě potravin a krmiv [5, 29]. 
2.4.3.1 Chemické a fyzikální vlastnosti 
Zearalenon je bílá, opticky aktivní, krystalická látka bez zápachu. Je termostabilní 
a k rozkladu dochází při teplotách nad 180 °C. Působením UV záření s vlnovou délkou 
360 nm vykazuje intenzivní modro-zelenou fluorescenci a dále vykazuje intenzivní zelenou 
fluorescenci při vlnové délce 260 nm. ZON je nerozpustný ve vodě, málo rozpustný v hexanu 
a rozpustnost postupně roste v benzenu, acetonitrilu, methylenchloridu, methanolu, ethanolu 
a v acetonu. Dále je rozpustný v alkalických vodných roztocích [30, 31]. 
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2.4.3.2 Struktura a metabolismus 
Zearalenon je chemicky charakterizován jako lakton kyseliny β-resorcylové. Podle Chemical 
Abstracts je název {6[10-hydroxy-6-oxo-trans-1-undecenyl]-2,4-dyhydroxybenzoic acid 
lactone}[20]. 
Metabolismus zearalenonu přitahuje značně větší pozornost neţ jakýkoli jiný mykotoxin, 
jelikoţ některé z jeho metabolitů převyšují estrogenní účinky zearalenonu. Metabolismus byl 
do detailu zkoumán in vivo u některých druhů zvířat i u člověka. Bylo prokázáno, ţe ZON je 
transformován převáţně na α-zearalenol a β-zearalenol. U člověka a u prasat vzniká ve větší 
míře α-zearalenol, zatímco u krav a pivovarských kvasinek Saccharomyces cerevisiae je ZON 
transformován převáţně na β-zearalenol [5]. 
 
Obrázek 8 Strukturní vzorce zearalenonu a jeho derivátů [5] 
 
U zvířat byly navrţeny dvě základní biotransformace zearalenonu. V prvé řadě se jedná 
o hydroxylaci, která vede ke tvorbě α-zearalenolu a β-zearalenolu. Předpokládaným 
katalyzátorem je 3α- a 3β-hydroxysteroid dehydrogenáza. Dále se jedná o konjugaci 
zearalenonu a jeho redukovaných metabolitů s glukuronovou kyselinou, katalyzovanou 
uridindifosfát-glukuronyl transferázou [32]. 
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Kromě jiţ zmiňovaných dvou metabolitů existuje ještě dalších asi 18 derivátů zearalenonu. 
Mezi ně patří například α-zearalanol (zeranol) a ß-zearalanol (teleranol), které vznikají 
redukcí zearalenonu v bachoru přeţvýkavců. Dále je to zearalanon, 7α-zearalanol a 7ß-
zearalanol [20, 29].  
2.4.3.3 Toxikologie 
Zearalenon a jeho deriváty vykazují významné estrogenní a anabolické účinky. ZON není 
akutně toxický, ovšem má schopnost způsobit hyperestrogenismus, zejména u prasat, dále 
u hovězího dobytka a drůbeţe. Charakteristickým projevem je zduření rodidel. Ve srovnání 
s dospělými zvířaty mají nedospělé prasnice mnohem intenzivnější hyperestrogenní projevy. 
I kdyţ intoxikace zearalenonem není fatální, většinou dochází k úhynu zvířete, a to z důvodu 
napadení vyhřeznutých orgánů bakteriální infekcí. 
 Chronická toxicita se projevuje otoky vulvy, zvětšením dělohy, atrofií vaječníků, tzv. 
falešným těhotenstvím a také neplodností hlavně prepubertálních mladých prasnic. Jelikoţ 
přechod tohoto toxinu mlékem při kojení mladých prasat vyvolává u mladých prasnic 
estrogenismus, nedoporučuje se pouţívat krmiva s obsahem zearalenonu 500 µg·kg-1 ke 
krmení prasat. Klinické příznaky dobytka se objevují jiţ při příjmu kontaminovaného krmiva 
s obsahem zearalenonu ve výši 1 mg·kg-1. Drůbeţ je oproti dobytku o něco odolnější, protoţe 
koncentrace zearalenonu 800 mg·kg-1 nevyvolaly ţádné účinky. 
 Zearalenon nepostihuje jen genitální orgány, ale také hypofýzu. Kaţdý den po dobu 15 dní 
podávaná dávka zearalenonu 0,25 mg pohlavně dospělým samčím potkanům mělo 
za následek sníţenou konzumaci krmiva a následně ztrátu hmotnostních přírůstků. Také 
se tvořilo méně testosteronu a spermatu [20]. 
2.4.3.4 Výskyt v potravinách 
Zearalenon je běţně nacházen v potravinách, hlavně v cereáliích a cereálních produktech 
zejména v oblastech s teplým podnebím. Dále se nachází v obilovinách (pšenice, ječmen, 
oves, kukuřice) a výrobcích z nich (chléb, slad), čiroku, bobech, ořechách, pepři, kari, atd.  
Vysoké koncentrace ZON ve vzorcích obilovin a krmiv jsou spíše důsledkem nesprávného 
ošetření a uskladnění, neţ primárního vzniku před sklizní na poli [20, 29]. 
 ZON je ve skladovaném obilí velmi stabilní, zůstává v podstatě nezměněn i po zpracování 
na mouku či po fermentaci. V experimentálních studiích se uvádí, ţe po upečení chleba 
zůstává v chlebu 60 % a při výrobě sušenek 80 % původního mnoţství ZON [29]. 
 Zearalenon je pokládán za vhodný indikátor přítomností dalších fusariovách mykotoxinů 
v cereáliích, jelikoţ se často vyskytuje společně s deoxynivalenolem a nivalenolem [20]. 
2.5 Faktory ovlivňující produkci fusariových mykotoxinů 
Ke kontaminaci zemědělských produktů můţe dojít v předsklizňovém období, v období 
sklizně i v období skladovaní a také v různých fázích předcházejících jejich konzumaci. 
Průnik mykotoxinů do potravního řetězce člověka i hospodářských zvířat je znázorněn na 
Obrázku 9. 
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Obrázek 9 Faktory ovlivňující výskyt mykotoxinů v potravinách a krmivech [33] 
 
 Faktory, které ovlivňují rozsah případné kontaminace zemědělských plodin mykotoxiny, 
jsou např. míra fyziologického stresu, kterému jsou rostliny vystaveny (nedostatek minerálií, 
slanost půdy,…), typ produkovaného mykotoxinu a schopnost rostliny je degradovat, 
virulence patogenní plísně [33].  
V předsklizňovém období sehrávají významnou roli také klimatické podmínky, které mají 
velkou roli ve všech vývojových stádiích mikromycet [31]. Ve prospěch produkce 
mykotoxinů působí zejména sráţky (vysoká relativní vlhkost vzduchu) [33]. Dalším faktorem 
ovlivňující napadení fusárií jsou techniky pěstování, neboli polní management zahrnující 
např. střídání plodin v jednom poli, správné ošetření půdy po sklizni, systém zavlaţování 
a další. V průběhu sklizně je velmi důleţitým faktorem vlhkost, jelikoţ dostupná voda je 
limitujícím faktorem pro ţivot fusárií [31]. 
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Ke kontaminaci mykotoxiny můţe dojít i v období po sklizni, tj. během transportu, 
zpracování nebo skladování. Při skladování je kritickým faktorem limitujícím růst plísní 
obsah dostupné vody. Pokud dojde během sklizně k poruše vnější vrstvy zrn, které jsou pro 
plísně přirozenou bariérou, mohou spory plísní snadno získat potřebné ţiviny [33]. 
Optimální cestou vedoucí ke sníţení výskytu mykotoxinů v lidské potravě a krmivech tvoří 
tři základní preventivní opatření: 
 Omezení infekce zemědělských plodin toxinogenními vláknitými houbami v období 
růstu plodin. 
 Rychlé a správné vysušení sklizených zemědělských plodin a jejich správné skladování. 
 Pouţití účinných fungicidních přípravků [34]. 
2.6 Legislativa 
Maximální povolené limity fusariových mykotoxinů v potravinách jsou v současnosti 
upraveny nařízením komise (ES) č.1126/2007 ze dne 28. září 2007, kterým se mění nařízení 
(ES) č.1881/2006, kterým se stanoví maximální limity některých kontaminujících látek 
v potravinách.  
 Evropský úřad pro bezpečnost (EFSA) přijal roku 2006 vědecké stanovisko týkající 
se ochratoxinu A v potravinách a došel k závěru, ţe tolerovatelný týdenní příjem (TWI) 
je 120 ng·kg-1 tělesné hmotnosti. Vědecký výbor pro potraviny stanovil v roce 1999 
tolerovatelný denní příjem (TDI) deoxynivalenolu na 1 µg·kg-1 tělesné hmotnosti a v roce 
2000 stanovil TDI zearalenonu na 0,2 µg·kg-1 tělesné hmotnosti. 
 
Tabulka 8 Maximální povolené limity pro vybrané mykotoxiny 
Mykotoxin Potravina 
 
 
Maximální 
limit (μg·kg-1) 
Deoxynivalenol 
Nezpracované obiloviny, jiné neţ pšenice tvrdá, oves a 
kukuřice 
 
1250 
Obiloviny určené k přímé lidské spotřebě, obilná mouka  750 
Zearalenon 
Nezpracované obiloviny jiné neţ kukuřice  100 
Obiloviny určené k přímé lidské spotřebě, obilná mouka  75 
Ochratoxin A 
Nezpracované obiloviny  5,0 
Všechny produkty pocházející z nezpracovaných obilovin, 
včetně zpracovaných výrobků z obilovin a obilovin 
určených k přímé lidské spotřebě 
 
3,0 
Aflatoxiny 
Všechny druhy obilovin a všechny výrobky pocházející 
z obilovin včetně zpracovaných výrobků z obilovin 
      B1 ƩB1,B2,G1,G2 
2,0 4,0 
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2.7 Stanovení mykotoxinů 
2.7.1 Příprava vzorku 
Proces odebírání a přípravy vzorků neboli vzorkování, je vícestupňový proces, který je 
zahájen odběrem primárního vzorku. Jeho dalším postupným zmenšováním se získá 
laboratorní vzorek, který vstupuje do analytické laboratoře. V laboratoři se poté připraví 
z laboratorního vzorku vzorek analytický, přičemţ oba vzorky musí splňovat podmínku 
vhodné velikosti. Odběr vzorku, jeho další zmenšování a skladování musí probíhat způsobem, 
který neovlivní ţádnou významnou vlastnost vzorkovaného objektu [35]. 
2.7.2 Extrakce a čištění vzorku 
Většina metod vyuţívaná ke stanovení mykotoxinů je závislá na správném provedení extrakce 
a čištění. Způsob extrakce, pouţívaný k odstranění mykotoxinu z biologické matrice, závisí na 
fyzikálně-chemických vlastnostech jak matrice, tak i stanovovaného toxinu. Pro polární 
metabolity, jako jsou například fusariové mykotoxiny, se nejčastěji pouţívá jako extrakční 
činidlo směs acetonitrilu s vodou nebo směs methanolu s vodou. 
 Čištěním extraktu se odstraní látky, které by mohly interferovat s detekovaným analytem. 
Nejčastěji vyuţívané metody k čištění extraktu jsou extrakce tuhou fázi (SPE) a imunoafinitní 
chromatografie (IAC) [36, 37]. 
 Extrakce tuhou fází (SPE) je v současné době nejvýkonnější technika dostupná pro 
rychlou a selektivní přípravu a čištění vzorku. Její podstatou je selektivní zadrţování skupiny 
látek na tuhém sorbentu, přes který protéká vzorek [38]. MycoSep kolonka je vtlačována do 
zkumavky obsahující extrakt vzorku. Extrakt je tak nucen stoupat vzhůru přes kolonku a tím 
se filtrovat. Nečistoty zůstávají zachyceny v čistící kolonce a přečištěný extrakt obsahující 
mykotoxiny se poté odejme [39]. 
 
Obrázek 10 Extrakce na pevné fázi na kolonce MycoSep® ROMER [39]  
Imunoafinitní chromatografie (IAC) je zaloţena na velice specifické interakci antigenu 
s protilátkou. Surový extrakt se nechá pomalu procházet přes imunoafinitní kolonku, přičemţ 
molekuly analytu (mykotoxinu) jsou selektivně vázány na protilátku obsaţenou v kolonce. 
Po promytí kolonky speciálním promývacím pufrem dojde k eluci mykotoxinu [36, 40]. 
 27 
 
Obrázek 11 Imunoafinitní kolonka [41] 
2.7.3 Analytické techniky 
Konečná separace a detekce mykotoxinů se nejčastěji dosáhne chromatografickými 
technikami s různými způsoby detekce nebo imunochemickými metodami [36]. 
2.7.3.1 Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie je separační technika, která převádí vzorek na ionizovanou plynnou 
fázi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podílu jejich hmotnosti a náboje m/z.  
Prvním krokem v této technice je odpaření vzorku. Následuje ionizace, která převádí 
molekuly na nabité částice v iontovém zdroji. Poté dojde k akceleraci iontů do hmotnostního 
analyzátoru, který dělí vzniklé ionty na základě jejich poměru m/z a nakonec dochází 
k detekci iontů [38]. 
Existuje celá řada ionizačních technik, které se podle mnoţství vnitřní energie po ionizaci 
dělí na tzv. měkké a tvrdé. Ionizační techniky mohou probíhat za sníţeného tlaku (EI, CI, 
MALDI) nebo za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI), coţ má největší význam po 
spojení s HPLC/MS [42]. 
Ionizace elektrosprejem (ESI) se řadí mezi měkké ionizační techniky a téměř při ní 
nedochází k fragmentaci analytů [43]. Tato metoda je omezená pouze pro látky středně 
polární aţ iontové a nelze ji pouţit při práci s nepolárními mobilními fázemi a pro nepolární 
sloučeniny [42]. Roztok je veden kovovou kapilárou, na kterou je vloţeno vysoké napětí. Na 
výstupu z kapiláry dojde k rozprášení roztoku za pomocí zmlţujícího plynu, přičemţ dojde ke 
vzniku kapiček nesoucí na povrchu velké mnoţství nábojů. Při dosaţení kritické hodnoty 
povrchového náboje dojde k rozpadu na ještě menší kapičky s rozdělením původních nábojů. 
Tento proces vede aţ k uvolnění iontů [42, 43]. 
Chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) se také řadí mezi měkké ionizační 
techniky a uspořádání iontového zdroje je podobné jako u ESI, avšak na kapiláře není vloţeno 
napětí a u jejího konce je umístěna výbojová jehla. Na konci kapiláry dochází k rozprášení 
eluátu pneumatickým zmlţovačem. Vzniklý aerosol je rychle odpařen v krátké zóně 
vyhřívané na vysokou teplotu. Vloţením vysokého napětí na výbojovou jehlu, nacházející se 
v blízkosti výstupního konce sondy, dochází ke koronárnímu výboji, jímţ jsou ionizovány 
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molekuly mobilní fáze a následně molekuly analytu (ionizace ionty vzniklými z mobilní fáze 
– reakčním plynem) [44, 45]. 
 
 
Obrázek 12 Mechanismus chemické ionizace za atmosférického tlaku v pozitivním módu [45] 
2.7.3.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Kapalinová chromatografie je zaloţená na separaci látek mezi dvě nemísitelné fáze: mobilní 
a stacionární. Stacionární fáze je umístěná v chromatografické koloně ve formě sorbentu. 
Kapalná mobilní fáze pak tímto sorbentem protéká. U vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie je mobilní fáze přiváděná do systému pomocí čerpadla za vysokého tlaku. 
Eluce mobilní fáze můţe být buď isokratická, kdy je sloţení mobilní fáze konstantní, nebo 
gradientová, kdy se sloţení mobilní fáze mění v průběhu analýzy. 
 Kapalinový chromatograf se skládá z několika základních částí. K uchovávání mobilní fáze 
slouţí zásobníky mobilní fáze a k jejímu transportu se pouţívá vysokotlaké čerpadlo. 
Autosampler, popřípadě manuální dávkovací ventil, slouţí k dávkování vzorku na 
chromatografickou kolonu, ve které dochází k samotné separaci látek. Separovaný analyt 
vycházející z kolony je detekován při průchodu detektorem. Signál z detektoru je poté 
převeden do chromatogramu, který je tvořen řadou píků [46]. 
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 K identifikaci separovaných látek je podstatný retenční čas. Je to doba, která uplyne od 
nástřiku vzorku do dosaţení maxima eluční křivky. Kvantitativní analýza se provádí 
počítačovou integrací plochy pod píkem [38]. 
 HPLC se stala jednou z nejpouţívanějších metod pro stanovení mykotoxinů. Ve spojení 
s řadou detektorů se dají separovat a detekovat prakticky všechny mykotoxiny.  
K nejčastějším detektorům patří UV, fluorescenční a hmotnostně spektrometrický detektor 
[36, 37]. 
 Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (LC-MS) představuje 
výkonnou analytickou metodu s vysokou citlivostí a selektivitou. Tohoto spojení ovšem 
nebylo lehké dosáhnout. Hlavní problém spočíval v tom, ţe při vysokém tlaku, při němţ 
pracuje HPLC, je velice obtíţné udrţet hluboké vakuum potřebné pro hmotnostní 
spektrometrii. Obtíţné také bylo převedení analyzovaných látek do plynné fáze a odstranění 
nadbytku mobilní fáze [47, 48].  
Pro spojení LC-MS se nejčastěji pouţívají měkké ionizační techniky jako je elektrosprej 
nebo chemická ionizace za atmosférického tlaku. Jednoduchost hmotnostních spekter 
získaných těmito ionizačními technikami je výhodná pro určení molekulové hmotností 
neznámé látky, ale odvození struktury je znesnadněno malým mnoţstvím fragmentových 
iontů. Toho lze dosáhnout po spojení kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 
spektrometrií (LC-MS/MS) [44]. V MS/MS uspořádání je vybraný ion podroben excitaci 
(nejčastěji sráţkám s kolizním plynem), čímţ dojde k jeho rozpadu na fragmentové ionty, 
jejichţ hmotnostní spektrum se změří [49]. 
2.7.3.3 Imunochemická metoda ELISA 
V dnešní době se ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) stala velice rozšířenou 
metodou k rychlému stanovení mykotoxinů vzhledem k její relativně nízké ceně a snadné 
aplikaci. Testovací sady jsou navíc k dispozici téměř pro všechny významné mykotoxiny 
[36, 37].  
ELISA je zaloţena na reakci antigenu s protilátkou. Antigen (mykotoxin) se smísí 
s enzymovým konjugátem mykotoxinu a aplikují se do jamek mikrotitrační destičky jejíţ 
stěny jsou potaţeny protilátkou specifickou k antigenu. Antigen soutěţí s konjugátem 
o omezený počet vazebných míst na molekulách protilátky. Po promytí jamek substrátem 
dojde ke vzniku modrého zbarvení. K zastavení reakce se vyuţívá stop činidlo, přičemţ dojde 
ke změně zbarvení. Detekce se provádí spektrofotometricky při vhodné vlnové délce [50]. 
2.7.4 Validační parametry 
Validace je proces, při kterém je posuzována vhodnost daného systému pro získání 
relevantních dat. Výběr validačních parametrů je kritický pro správné provedení validace. 
Problematickou oblastí při validaci analytických metod je správné nastavení akceptačních 
kritérií pro jednotlivé parametry validované metody. Akceptační kritéria přesně definují, 
jakých hodnot musí jednotlivé parametry dosáhnout během validačních testů a jsou tedy 
základem poţadované kvality metody [51]. 
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 Jedním z validačních parametrů je správnost metody. Je definována jako těsnost shody 
mezi výsledkem měření a přijatou referenční hodnotou. Poměr mnoţství analytu získaného 
analytickou metodou k přijaté referenční hodnotě je nazýván výtěţnost [51]. 
 Přesnost metody udává míru těsnosti shody mezi vzájemně nezávislými výsledky zkoušek 
za určitých podmínek, závisí pouze na rozdělení náhodných chyb a nemá vztah k referenční 
hodnotě [51]. 
 Schopnost metody poskytnout v daném rozsahu přijatelnou lineární závislost mezi odezvou 
detektoru a koncentrací analytu ve vzorku se nazývá linearita. Obecně lze říci, ţe se jedná 
o přímkovou závislost, ovšem v některých případech mohou být i závislosti nelineární. Ty lze 
linearizovat popisem funkce nebo matematickými aparáty [51]. 
 Mez detekce odpovídá koncentraci, pro kterou je analytický signál statisticky významně 
odlišný od šumu a mez stanovitelnosti odpovídá koncentraci, při které přesnost a správnost 
stanovení dovoluje kvantitativní vyhodnocení [51]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Stanovení zearalenonu ve sladovnickém ječmeni ze sklizně 2014 bylo provedeno 
imunochemickou metodou ELISA. Následně byla vybrána skupina vzorků, u kterých byla 
zjištěna koncentrace ZON vyšší neţ 25 1kgg  . U takto vybraných vzorků byl obsah ZON 
stanoven vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS) 
po předchozím přečištění přes SPE kolonku.  
 Dále byl sledován výskyt zearalenonu ve vzorcích meziproduktů výroby sladu odebraných 
z tradiční humnové sladovny v ČR v roce 2015. Tyto vzorky byly přečištěny přes SPE 
kolonku a následně byl obsah ZON stanoven metodou LC-MS/MS. 
3.1 Přístroje a zařízení 
 Laboratorní mlýnek CARY 1E 
 Laboratorní váha Sartorius GE 512-0 CE 
 Laboratorní sklo 
 Třepačka RS 10 Basic Yellow line 
 Centrifuga Sigma 2-16 KC 
 Automatická pipeta Finnpipette osmikanálová 
 Automatická pipeta Finnpipette jednokanálová 
 Plastové zkumavky 
 Plastové promývací vaničky 
 Obsah kitu Romer AgraQuant® Zearalenone: 
o 1 zeleně zbarvená destička s 96 ředícími jamkami 
o 1 destička s 96 jamkami s protilátkou 
o 1 zeleně označená nádobka s konjugátem 
o 1 modře označená nádobka se substrátem 
o 1 červeně označená nádobka se stop roztokem 
o 5 nádobek se standardy zearalenonu  v koncentracích 0, 25, 100, 300 
a 1000 
1kgg   
 Dynex Opsys MR™ Microplate Reader 
 Mikrostříkačka Hamilton 710 NR  
 Pipetovací nástavec ACCU-JET Pro Brand 
 Vialky 2 ml 
 Imunoafinitní kolonky EASI-EXTRACT® Zearalenone, R-Biopharm 
 Rotační vakuová odparka IKA® RV 10 
 SPE kolonky Romer Mycosep® 226 AflaZon+ 
 Vakuové zařízení Visiprep™ SPE Vacuum Manifold 
 Kapalinový chromatograf Finnigan Surveyor 
 Hmotnostní detektor Finnigan LCQ Advantage MAX 
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3.2 Chemikálie 
 Deionizovaná voda 
 Standard zearalenonu (Sigma-Aldrich, Fluka 34126-2ML) 
 Methanol (Sigma-Aldrich, CHROMASOLV®, gradient grade for HPLC, ≥ 99,9% ) 
 Octan amonný (Sigma-Aldrich, Fluka 73594-25G-F) 
 Methanol (Sigma-Aldrich, LC-MS CHROMASOLV® Fluka) 
 Acetonitril (Sigma-Aldrich, CHROMASOLV®, gradient grade for HPLC, ≥ 99,9% ) 
3.3 Vzorky sladovnického ječmene 
3.3.1 Vzorky ječmene ze sklizně 2014 
Pro tento experiment bylo pouţito 90 vzorků sladovnického ječmene ze sklizně 2014, jejichţ 
odrůdy a předplodiny jsou uvedeny v Příloze I. 
3.3.2 Vzorky meziproduktů výroby sladu  
Pro stanovení zearalenonu bylo vybráno 11 vzorků meziproduktů výroby sladu odebrané 
v  roce 2015 v tradiční humnové sladovně v ČR. Seznam těchto vzorků je uveden v Příloze II. 
3.4 Stanovení zearalenonu  
3.4.1 Metoda ELISA 
Příprava vzorků 
 
Vzorky sladovnického ječmene byly semlety pomocí homogenizátoru a následně bylo 
naváţeno 20 g kaţdého vzorku. Takto připravené vzorky byly převedeny 
do Erlenmayerovych baněk, do kterých bylo následně přidáno 100 ml 70% methanolu. 
Vzorky byly třepány 50 minut na třepačce a poté byly odstředěny 15 minut při 4000 otáčkách 
za minutu. Do 90 plastových zkumavek bylo napipetováno 4 ml 70% methanolu a 1 ml 
odstředěného vzorku. Takto připravené zkumavky byly promíchány. 
 
Stanovení koncentrace zearalenonu 
 
Ze zeleně označené nádobky byl konjugát převeden do plastové promývací vaničky a pomocí 
osmikomorové automatické pipety bylo napipetováno 200 µl do všech 96 ředících jamek. 
Poté bylo přidáno do prvních 5 jamek 100 µl standardu a do dalších 90 jamek po 100 µl 
vzorku, přičemţ poslední jamka zůstala bez vzorku. Kaţdá jamka byla promíchána nasátím  
a vysátím vzorku pipetou. Pomocí osmikomorové pipety bylo převedeno 100 µl roztoku 
z ředících jamek do jamek s navázanou protilátkou a 10 minut probíhala inkubace. 
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 Obsah jamek byl vylit, poté bylo několik ml deionizované vody převedeno do plastové 
vaničky a osmikomorovou automatickou pipetou byly jamky promyté. Po promytí byla voda 
z jamek pořádně vyklepána. 
 Z modře označené nádobky byl substrát převeden do plastové vaničky, poté bylo 100 µl  
napipetováno do jamek a nechalo se inkubovat 5 minut.  Barva roztoků se měnila z průhledné 
na modrou, přičemţ tmavší zbarvení značilo menší mnoţství zearalenonu ve vzorku.  
 Z červené nádobky byl stop roztok převeden do plastové vaničky a 100 µl bylo převedeno 
do jamek. Nastala změna barvy na ţlutou.  
 Takto připravená destička s jamkami byla vloţena do Dynex Opsys MR™ Microplate 
Readeru a koncentrace zearalenonu v µg·kg-1 byla stanovena pro vlnovou délku 450 nm 
s referenčním filtrem 630 nm. 
3.4.2 Metoda LC-MS/MS 
Koncentrace zearalenonu ve 20 vzorcích sladovnického ječmene byly stanoveny 
vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií s hmotnostní detekcí. Kaţdý vzorek byl 
extrahován pomocí SPE kolonky a pro srovnání byly navíc 3 vzorky extrahovány přes 
imunoafinitní kolonku (IA). 
 Mnoţství zearalenonu ve vzorku sladovnického ječmene a jeho meziproduktů při výrobě 
sladu bylo stanoveno vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií s hmotnostní detekcí 
po  předchozím přečištění přes SPE kolonky. 
3.4.2.1 Příprava roztoků 
0,01 molární octan amonný 
 
Do kádinky bylo naváţeno 0,39 g octanu amonného, ke kterému bylo přidáno 0,5 l 
deionizované vody. Následně byl roztok promíchán vloţením kádinky na 5 minut 
do ultrazvukové lázně. 
 
Fosfátový pufr 
 
Do kádinky bylo naváţeno 19,1 g hydrogenfosforečnanu sodného a bylo přidáno 800 ml 
deionizované vody. Do druhé kádinky bylo naváţeno 1,8 g dihydrogenfosforečnanu 
draselného a bylo přidáno 200 ml deionizované vody. Oba roztoky byly smíchány a byly 
umístěny na ultrazvuk po dobu 5 minut. pH výsledného fosfátového pufru bylo upraveno 2 M 
hydroxidem sodným na hodnotu 7,4. 
3.4.2.2 Příprava zásobního roztoku a kalibračních standardů 
Standard zearalenonu o koncentraci 100,0 μg · ml-1 v acetonitrilu (přesná koncentrace 
102,2 μg · ml-1) skladovaný v mrazničce byl před pouţitím ponechán při laboratorní teplotě. 
Nejdříve byl připraven zásobní roztok standardu zearalenonu o koncentraci 1 μg · ml-1. 
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Do vialky bylo napipetováno 990 μl 50% methanolu a poté bylo nadávkováno 10 μl standardu 
zearalenonu o koncentraci 100 μg · ml-1 pomocí Hamiltonovy stříkačky.  
 Kalibrační standardy byly připraveny nadávkováním 10, 50, 100 a 200 μl zásobního 
roztoku do příslušného objemu 50% methanolu tak, aby výsledný objem byl 1 ml. Ředěním 
byly získány kalibrační roztoky o koncentraci 10, 50, 100 a 200  ng · ml-1, kdy přesná 
koncentrace jednotlivých kalibračních roztoků byla 10,22; 51,10; 102,20 a 204,40 ng · ml-1. 
3.4.2.3 Příprava a zpracování vzorků k analýze 
Přečištění vzorků přes imunoafinitní kolonku 
 
Vzorky sladovnického ječmene (T59, T71, T74) byly nejdříve zhomogenizovány. Následně 
bylo naváţeno 25 g mouky, která byla smíchána se 125 ml 75% acetonitrilu. Vzorek byl dále 
dezintegrován pomocí třepačky po dobu 50 minut a odstředěn pomocí centrifugy 15 minut při 
4000 otáčkách za minutu. 
 25 ml supernatantu bylo přečištěno přes imunoafinitní kolonku. Po překapání supernatantu 
přes kolonku umístěnou na vakuovém zařízení byla kolonka prolita 20 ml fosfátového pufru 
a následně byla 3x promyta 2 ml acetonitrilu do srdcovky. Odebraný vzorek byl odpařen 
dosucha na rotační vakuové odparce při teplotě 45 °C, následně rozpuštěn v 1 ml 50% 
methanolu a převeden do vialky. 
 
Přečištění přes SPE kolonku 
 
Do lyofilizační nádoby bylo naváţeno 25 g zhomogenizovaného vzorku sladovnického 
ječmene. Následně bylo přidáno 100 ml 84% acetonitrilu a vzorek byl třepán na třepačce 
po dobu 50 minut. Pomocí centrifugy byl vzorek odstředěn 15 minut při 4000 otáčkách 
za minutu. 10 ml supernatantu bylo automatickou pipetou přeneseno do zkumavky 
a protlačeno přes SPE kolonku. 4 ml supernatantu se zakoncentrovaly  odpařením do sucha 
na rotační vakuové odparce a následně byl vzorek rozpuštěn v 1 ml 50% methanolu.  
3.4.2.4 Podmínky stanovení a jejich optimalizace 
K analýze vzorků zearalenonu byla pouţita metoda LC-MS/MS, která se pouţívá 
v Analytické zkušební laboratoři Sladařského ústavu v Brně. 
K identifikaci a kvantifikaci zearalenonu ve vzorcích sladovnického ječmene byl pouţit 
kapalinový chromatograf HPLC Finnigan Surveyor ve spojení s hmotnostním detektorem 
Finnigan LCQ Advantage MAX. K separaci byla pouţita chromatografická kolona Synergi 
4μ Hydro RP 80A 150 x 3 mm. Teplota kolony byla nastavena na 40 °C. Jako mobilní fáze 
byl pouţit 10 mM octan amonný (A) a methanol (C) s průtokem 0,5 ml·min-1. Objem nástřiku 
vzorku byl 25 μl. K eluci mobilní fáze byl pouţit gradientový průtok, který je vyznačen 
na Obrázku 13. Délka analýzy jednoho vzorku byla 18 minut. Jako iontový zdroj 
hmotnostního detektoru byla pouţita chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) 
s negativním módem. 
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Obrázek 13 Gradientový průtok mobilní fáze 
 
 
Obrázek 14 Parametry APCI 
 
Monitorované ionty m/z zearalenonu jsou uvedeny v Tabulce 9. 
Tabulka 9 Parametry detekce MS/MS  
Analyt Měřený ion Prekurzor m/z (MS) Fragmenty m/z (MS/MS) 
ZON [ZON – H]- 317 273 299 
 
 Byla provedena optimalizace nastavení parametrů hmotnostního detektoru pomocí přímé 
infuze standardu zearalenonu o koncentraci 1 µg·ml-1 do iontového zdroje: 
 Bylo provedeno automatické ladění na měřený prekurzorový ion 317, kdy došlo ke 
změně signálu na 26 %.  
 Byla optimalizována relativní kolizní energie pro fragmentaci měřeného iontu 317 
a vznik fragmentů 273 a 299 (317 → 273, 299), kdy došlo ke změně relativní kolizní 
energie na 56 %.  
Protokol ladění, MS spektrum a MS/MS spektrum jsou uvedeny v Příloze IV, Příloze V, 
Příloze VI a Příloze VII. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1 Stanovení zearalenonu  
4.1.1 Metoda ELISA 
Stanovení zearalenonu bylo provedeno pomocí kitu Romer AgraQuant® Zearalenone Assay 
25/1000.  
Validační parametry dodané výrobcem: 
 Limit detekce: 20 
1kgg   
 Limit kvantifikace: 25 
1kgg   
 Rozmezí kvantifikace: 25-1000 1kgg   
Pomocí Dynex Opsys MR™ Microplate Readeru byla sestavena kalibrační závislost 
(Obrázek 16) a byly vyhodnoceny koncentrace zearalenonu ve vzorcích všech druhů 
sladovnického ječmene.  
 
Tabulka 10 Kalibrační závislost 
Standard Absorbance Koncentrace [µg·kg-1] 
S1 2,137 0,0 
S2 1,411 25,0 
S3 0,847 100,0 
S4 0,478 300,0 
S5 0,220 1000,0 
 
 
Obrázek 15 Graf závislosti absorbance na koncentraci 
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 Závislost absorbance na koncentraci není lineární, proto byla tato závislost linearizována 
podle  IAlogfclog  . Hodnota IA byla vypočítána podle 
AA
A
IA
0 
  , kde A je naměřená 
absorbance a A0 je absorbance standardu s nulovou koncentrací.  
 
 
Obrázek 16 Kalibrační závislost 
 
 Metodou ELISA bylo testováno 9 odrůd sladovnického ječmene. Z celkového počtu 90 
analyzovaných vzorků bylo pozitivních na ZON nad limit kvantifikace 19 vzorků. Četnost 
výskytu ZON v jednotlivých odrůdách je uveden v Tabulce 11 a v následující Tabulce 12 jsou 
uvedeny získané koncentrace ZON nad limitem kvantifikace. Všechny naměřené hodnoty 
jsou uvedeny v Příloze III. Z těchto naměřených hodnot je patrné, ţe ţádný analyzovaný 
vzorek sladovnického ječmene neobsahuje koncentraci větší neţ je stanovený hygienický 
limit 100 μg·kg-1. Z tohoto hlediska jsou stanovované vzorky vhodné k dalšímu zpracování. 
 Nejvyšší hodnota zearalenonu byla stanovena ve vzorku ječmene odrůdy Wintmalt 
s předplodinou kukuřice a to na 39,2 μg·kg-1. S výjimkou odrůdy Laudis 550, kde nejvyšší 
koncentrace zearalenonu byla ve vzorku s předplodinou cukrovka, byla nejvyšší koncentrace 
zearalenonu u zbylých třech odrůd tj. Blaník, Bojos a Malz stanovena ve vzorcích 
s předplodinou pšenice ozimé. 
 
Tabulka 11 Četnost výskytu ZON ve sladovnickém ječmeni podle odrůdy 
Odrůda Analyzované vzorky Pozitivní vzorky 
Blaník 10 5 
Bojos 35 5 
Laudis 550 8 2 
Maltz 24 6 
Marthe 2 0 
Prestige 1 0 
Sebastian 2 0 
y = -0,7658x + 1,3553 
R² = 0,9999 
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Wintmalt 5 1 
Xanadu 3 0 
 
Tabulka 12 Seznam vzorků pozitivních na ZON 
Vzorek Odrůda Předplodina Absorbance 
Koncentrace 
[µg·kg-1] 
T55 Blaník pšenice ozimá 1,380 26,9 
T59 Blaník kukuřice 1,386 26,6 
T82 Blaník cukrovka 1,390 26,3 
T72 Blaník cukrovka 1,398 26,1 
T68 Blaník cukrovka 1,408 25,2 
T85 Bojos pšenice ozimá 1,372 27,4 
T44 Bojos řepka ozimá 1,386 26,5 
T86 Bojos kukuřice 1,390 26,3 
T71 Bojos pšenice ozimá 1,390 26,3 
T88 Bojos pšenice ozimá 1,398 25,8 
T87 Laudis 550 cukrovka 1,273 34,8 
T90 Laudis 550 pšenice ozimá 1,346 29,2 
T76 Malz pšenice ozimá 1,245 37,2 
T79 Malz cukrovka 1,351 28,9 
T73 Malz cukrovka 1,367 27,8 
T47 Malz pšenice ozimá 1,372 27,4 
T80 Malz zelí 1,379 27,0 
T63 Malz pšenice ozimá 1,405 25,4 
T74 Wintmalt kukuřice 1,224 39,2 
 
4.1.2 Metoda LC-MS/MS 
Vzorky pozitivní na zearalenon stanovené metodou ELISA a jeden vzorek negativní byly 
analyzovány a kvantifikovány metodou LC-MS/MS.  
Následně byly touto metodou analyzovány i vzorky meziproduktů výroby sladu. 
 
Linearita metody 
 
Lineární závislost byla měřena pro čtyři kalibrační roztoky na různých koncentračních 
úrovních, které jsou uvedeny v Tabulce 13. Metodou LC-MS/MS byla kalibrační závislost 
proměřena dvakrát, přičemţ výsledné hodnoty plochy píků byly zprůměrovány a vyneseny 
do grafu.  
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Tabulka 13 Kalibrační závislost 
Koncentrace  
[ng·ml-1] 
Plocha píku 
1 2 Průměr 
10,2 40884 41284 41084 
51,1 187664 176109 181886 
102,2 354837 376127 365482 
204,4 714407 702889 708648 
 
 
Obrázek 17 Kalibrační závislost 
Mez detekce a mez kvantifikace 
 
Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) byly určeny z chromatogramu prvního bodu 
kalibrační křivky (10 ng·ml-1). Mez detekce byla vypočítána jako trojnásobek poměru signálu 
a šumu a mez kvantifikace jako desetinásobek poměru signálu a šumu. 
 
Tabulka 14 Mez detekce a mez kvantifikace 
Analyt LOD [ng·ml-1] LOQ [ng·ml-1] 
ZON 2,2 7,4 
 
Výtěžnost metody 
 
Výtěţnost byla stanovena metodou externího přídavku. Vzorek ječmene, který neobsahoval 
zearalenon byl uměle obohacen na třech různých koncentračních hladinách ZON tak, aby po 
přečištění přes SPE kolonku byly výsledné koncentrace zearalenonu ve vzorku 10, 20 
a 50 ng·ml-1. Výtěţnost se pohybovala v rozmezí 77,4 – 114,5 %. 
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Tabulka 15 Výtěţnost metody 
Hladina CR [ng·ml
-1
] CS [ng·ml
-1
] Výtěžnost [%] 
1 10,0 10,6 106,0 
2 20,0 22,9 114,5 
3 50,0 38,7 77,4 
CR – teoretická koncentrace zearalenonu ve vzorku 
CS – nalezená koncentrace zearalenonu ve vzorku 
 
Celkem bylo metodou LC-MS/MS analyzováno 20 vzorků sladovnického ječmene. Pouze 
ve čtyřech případech mnoţství zearalenonu převyšovalo limit kvantifikace (LOQ). Nejvyšší 
koncentrace zearalenonu byla nalezena ve vzorku ječmene odrůdy Blaník s předplodinou 
cukrovka (T68) a to 9,7 µg·kg-1. Další pozitivní výsledky byly nalezeny ve vzorku ječmene 
odrůdy Blanik (T72), Malz (T63) a Wintmalt (T74). Výsledky analýzy jsou uvedeny 
v Tabulce 16.   
 
Tabulka 16 Naměřené hodnoty koncentrací zearalenonu ve vzorcích sladovnického ječmene metodou    
                   LC-MS/MS 
Vzorek Odrůda Předplodina Plocha píku 
Koncentrace 
[µg·kg-1] 
T55 Blaník pšenice ozimá ND < LOQ 
T68 Blaník cukrovka 6169 9,7 
T72 Blaník cukrovka 4522 8,7 
T59 Blaník kukuřice ND < LOQ 
T82 Blaník cukrovka ND < LOQ 
T44 Bojos řepka ozimá ND < LOQ 
T71 Bojos pšenice ozimá ND < LOQ 
T85 Bojos pšenice ozimá ND < LOQ 
T88 Bojos pšenice ozimá ND < LOQ 
T86 Bojos kukuřice ND < LOQ 
T87 Laudis 550 cukrovka ND < LOQ 
T90 Laudis 550 pšenice ozimá ND < LOQ 
T63 Malz pšenice ozimá 3951 8,4 
T73 Malz cukrovka ND < LOQ 
T47 Malz pšenice ozimá ND < LOQ 
T79 Malz cukrovka ND < LOQ 
T76 Malz pšenice ozimá ND < LOQ 
T80 Malz zelí ND < LOQ 
T89 Malz pšenice ozimá ND < LOQ 
T74 Wintmalt kukuřice 5974 9,5 
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 Výsledky analýzy metodou ELISA a LC-MS/MS vzorků sladovnického ječmene 
(Tabulka 17) se od sebe značně liší. Hodnoty koncentrací zearalenonu stanovené metodou 
LC-MS/MS, které jsou nad limitem kvantifikace, jsou téměř o třetinu menší, neţ hodnoty 
koncentrací stanovené metodou ELISA. Koncentrace zearalenonu stanovené těmito metodami 
se od sebe průměrně liší o 65 %, u vzorku odrůdy Wintmalt (T74) se liší dokonce o 76 %.  
Jedním z důvodů, proč analýza metodou LC-MS/MS prokázala mnoţství ZON nad LOQ 
pouze ve čtyřech vzorcích (i kdyţ metodou ELISA bylo stanoveno mnoţství ZON nad LOQ 
v 19 vzorcích) můţe být fakt, ţe metoda ELISA je pouze screeningova metoda, a je tedy 
méně přesná. Metoda ELISA je navíc zaměřena na skupinu zearalenonů, a tedy do celkového 
mnoţství ZON zahrnuje i jeho moţné metabolity.  
Mykotoxiny mohou podléhat detoxikačním reakcím (např. konjugace), které rostlinu 
chrání před toxickými účinky. Při konjugacích jsou volné mykotoxiny vázány na více polární 
látky a vzniklé konjugáty jsou ukládány do buněčných vakuol. Takto maskované mykotoxiny 
se nedají metodou LC-MS/MS analyzovat z několika důvodů. Při přečištění můţe docházet 
k jejich ztrátám kvůli své vyšší polaritě a ke kvantitativní analýze nejsou dostupné jejich 
standardy [31]. Z tohoto důvodů je mnoţství ZON stanovené metodou LC-MS/MS podstatně 
niţší neţ mnoţství stanovené metodou ELISA. 
 
Tabulka 17 Porovnání výsledků analýzy metodou ELISA a LC-MS/MS 
Vzorek Odrůda Předplodina 
Koncentrace [µg·kg-1] 
ELISA LC-MS/MS 
T44 Bojos řepka ozimá 26,4 < LOQ 
T47 Malz pšenice ozimá 27,4 < LOQ 
T55 Blaník pšenice ozimá 26,9 < LOQ 
T59 Blaník kukuřice 26,6 < LOQ 
T63 Malz pšenice ozimá 25,4 8,4 
T68 Blaník cukrovka 25,2 9,7 
T71 Bojos pšenice ozimá 26,3 < LOQ 
T72 Blaník cukrovka 26,1 8,7 
T73 Malz cukrovka 27,8 < LOQ 
T74 Wintmalt kukuřice 39,2 9,5 
T76 Malz pšenice ozimá 37,2 < LOQ 
T79 Malz cukrovka 28,9 < LOQ 
T80 Malz zelí 27,0 < LOQ 
T82 Blaník cukrovka 26,3 < LOQ 
T85 Bojos pšenice ozimá 27,4 < LOQ 
T86 Bojos kukuřice 26,3 < LOQ 
T87 Laudis 550 cukrovka 34,8 < LOQ 
T88 Bojos pšenice ozimá 25,8 < LOQ 
T89 Laudis 550 pšenice ozimá < LOQ < LOQ 
T90 Bojos řepka ozimá 29,2 < LOQ 
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Obrázek 18 Grafické srovnání výsledků analýzy metodou ELISA a LC-MS/MS 
  
Pro porovnání byly 3 vzorky sladovnického ječmene přečištěny přes SPE i přes 
imunoafinitní kolonku. U dvou vzorků (T59 a T71) bylo metodou LC/MS-MS stanovené 
mnoţství zearalenonu pod limitem kvantifikace, pouze u jednoho vzorku bylo mnoţství 
zearalenonu větší neţ limit kvantifikace. Koncentrace zearalenonu v tomto vzorku 
přečištěného přes imunoafinitní kolonku se prakticky neliší od vzorku přečištěného přes SPE. 
 
Tabulka 18 Porovnání výsledných koncentrací zearalenonu ve vzorcích přečištěné přes IA a SPE 
Vzorek Odrůda Předplodina 
Koncentrace [µg·kg-1] 
IA SPE 
T59 Blaník kukuřice < LOQ < LOQ 
T71 Bojos  pšenice ozimá < LOQ < LOQ 
T74 Wintmalt kukuřice 9,9 9,5 
 
Byly analyzovány vzorky ječmene, meziproduktů výroby sladu, sladu a sladového květu. 
Vzorky byly ve sladovně postupně odebírány v průběhu výroby sladu. V ţádném 
z analyzovaných vzorků nebyl nalezen zearalenon v koncentraci nad LOQ. 
 
Tabulka 19 Výsledky analýzy vzorků meziproduktů výroby sladu metodou LC-MS/MS  
Označení vzorku Odebraný meziprodukt Koncentrace [µg·kg-1] 
R1 Ječmen náduvník < LOQ 
R2 Ječmen I. den máčení < LOQ 
R3 Ječmen II. den máčení < LOQ 
R4 Ječmen III. den máčení (I. den klíčení) < LOQ 
R5 II. den klíčení < LOQ 
R6 III. den klíčení < LOQ 
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R7 IV. den klíčení (zelený slad) - mokrý < LOQ 
R8  Zelený slad - předsoušený < LOQ 
R9 Zelený slad – spodní líska < LOQ 
R10 Slad < LOQ 
R11 Sladový květ < LOQ 
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5 ZÁVĚR  
Mykotoxinům, jako sekundárním metabolitům vláknitých mikromycet, je v současnosti 
věnována stále větší pozornost. Infikace zemědělských plodin a potravin je stálou hrozbou pro 
člověka, jelikoţ některé mykotoxiny vykazují toxické účinky. Mezi druhy plísní produkující 
závaţné toxikologické mykotoxiny patří zejména Aspergillus, Penicillium a Fusarium. 
Mykotoxiny se nejčastěji nacházejí v obilovinách a tedy i ve sladovnickém ječmeni, a pro 
pivovarský průmysl je proto důleţité jejich obsah v této plodině kontrolovat a dodrţovat 
maximální povolené limity.   
 Tato práce se věnovala stanovením zearalenonu ve sladovnickém ječmeni, který 
je produkován plísni rodu Fusarium. Jsou zde popsány suroviny nezbytné pro výrobu piva 
a také technologie výroby sladu a piva. Dále je zde shrnuta charakteristika fusariových 
mykotoxinů a jejich nejvýznamnějších zástupců.  
 Zearalenon byl stanoven nejprve pomocí imunochemické metody ELISA. Bylo 
analyzováno 90 vzorků sladovnického ječmene ze sklizně roku 2014. Pomocí kitu Romer 
AgraQuant® Zearalenone Assay 25/1000 byly vyhodnoceny koncentrace zearalenonu 
v jednotlivých vzorcích. Z celkového počtu bylo pozitivních na ZON nad limit kvantifikace 
25 μg·kg-1 19 vzorků. Ţádný analyzovaný vzorek nepřekročil maximální povolený limit, který 
podle nařízení komise (ES) č.1126/2007 je stanoven na 100 μg·kg-1. Největší koncentrace 
zearalenonu byla ve vzorku odrůdy Wintmalt (39,2 μg·kg-1), kde předplodinou byla kukuřice. 
V odrůdách Blaník, Bojos a Malz byla nejvyšší koncentrace zearalenonu stanovena ve 
vzorcích s předplodinou pšenice ozimé. 
 Všechny pozitivní vzorky na ZON a jeden vzorek s koncentrací menší neţ je limit 
kvantifikace, byly dále analyzovány metodou vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). Analýzou bylo prokázáno mnoţství zearalenonu nad 
limitem kvantifikace pouze ve čtyřech vzorcích. Nejvyšší koncentrace zearalenonu byla 
nalezena ve vzorku odrůdy Blaník s předplodinou cukrovka (T68) 9,7 μg·kg-1. Hodnoty 
získané metodou ELISA a LC-MS/MS, které jsou nad LOQ, se průměrně liší o 65 %. Metoda 
ELISA je zaměřená na celou skupinu zearalenonů, kdeţto metodou LC-MS/MS lze stanovit 
pouze zearalenon. Metoda LC-MS/MS je tedy pro stanovení zearalenonu selektivnější. 
Z tohoto důvodu byly naměřené koncentrace zearalenonu metodou ELISA značně vyšší neţ 
naměřené koncentrace zearalenonu metodou LC-MS/MS. Pro porovnání byly 3 vzorky 
sladovnického ječmene přečištěny přes imunoafinitní kolonky i přes SPE kolonky a následně 
analyzovány metodou LC-MS/MS. Rozdíl mezi těmito extrakcemi je minimální. 
 Dále byly analyzovány metodou LC-MS/MS vzorky meziproduktů výroby sladu odebrané 
z tradiční humnové sladovny v roce 2015. U ţádného analyzovaného vzorku nebyla 
prokázána koncentrace zearalenonu větší neţ limit kvantifikace. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ  
VÚPS  Výzkumný ústav pivovarský a sladařský 
USJ  Ukazatel sladovnické jakosti 
CHZO Chráněné zeměpisné označení 
CHOP Chráněné označení původu 
ZTP Zaručená tradiční specialita 
OTA Ochratoxin A 
ZON Zearalenon 
EFSA Evropský úřad pro bezpečnost 
TWI Tolerovatelný týdenní příjem 
TDI Tolerovatelný denní příjem 
SPE Extrakce tuhou fázi 
IAC Imunoafinitní chromatografie 
ESI Ionizace elektrosprejem 
APCI Chemická ionizace za atmosférického tlaku 
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku 
EI Elektronová ionizace 
CI Chemická ionizace 
MALDI Ionizace laserem za účasti matrice 
HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
LC-MS/MS Kapalinová chromatografie s hmotnostním detektorem 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
LOD Mez detekce 
LOQ Mez kvantifikace 
ND Non detected 
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9 PŘÍLOHY 
Příloha I  Seznam analyzovaných vzorků sladovnického ječmene 
Označení vzorku Odrůda Předplodina 
T1 Bojos pšenice ozimá 
T2 Bojos kukuřice 
T3 Malz cukrovka 
T4 Bojos kukuřice 
T5 Malz kukuřice 
T6 Bojos pšenice ozimá 
T7 Blaník kukuřice 
T8 Malz pšenice ozimá 
T9 Xanadu pšenice 
T10 Xanadu řepka ozimá 
T11 Sebastian řepka ozimá 
T12 Prestige řepka ozimá 
T13 Xanadu pšenice 
T14 Sebastian pšenice 
T15 Wintmalt pšenice 
T16 Laudis 550 kukuřice 
T17 Malz kukuřice 
T18 Bojos cukrovka 
T19 Laudis 550 cukrovka 
T20 Malz kukuřice 
T21 Laudis 550 cukrovka 
T22 Malz pšenice ozimá 
T23 Bojos cukrovka 
T24 Wintmalt ječmen jarní 
T25 Malz kukuřice 
T26 Bojos pšenice ozimá 
T27 Malz pšenice ozimá 
T28 Blaník kukuřice 
T29 Malz pšenice ozimá 
T30 Bojos kukuřice 
T31 Malz cukrovka 
T32 Bojos kukuřice 
T33 Malz kukuřice 
T34 Bojos pšenice ozimá 
T35 Bojos řepka ozimá 
T36 Bojos pšenice 
T37 Bojos kukuřice 
T38 Blaník brambory 
T39 Bojos řepka ozimá 
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T40 Blaník brambory 
T41 Malz pšenice 
T42 Wintmalt brambory 
T43 Bojos pšenice ozimá 
T44 Bojos řepka ozimá 
T45 Laudis 550 slunečnice 
T46 Bojos pšenice ozimá 
T47 Malz pšenice ozimá 
T48 Marthe - 
T49 Bojos kukuřice 
T50 Bojos ječmen jarní 
T51 Bojos - 
T52 Malz ječmen jarní 
T53 Laudis 550 kukuřice,cukrovka 
T54 Bojos ozimá pšenice 
T55 Blaník pšenice ozimá 
T56 Bojos cukrovka 
T57 Malz cukrovka 
T58 Bojos ozimá pšenice 
T59 Blaník kukuřice 
T60 Bojos - 
T61 Malz cukrovka 
T62 Bojos cukrovka 
T63 Malz ozimá pšenice 
T64 Marthe cukrovka 
T65 Malz pšenice ozimá 
T66 Bojos pšenice ozimá 
T67 Malz cukrovka 
T68 Blaník cukrovka 
T69 Bojos cukrovka 
T70 Laudis 550 cukrovka 
T71 Bojos ozimá pšenice 
T72 Blaník cukrovka 
T73 Malz cukrovka 
T74 Wintmalt kukuřice 
T75 Bojos peluška jarní 
T76 Malz pšenice ozimá 
T77 Bojos kukuřice 
T78 Blaník cukrovka 
T79 Malz cukrovka 
T80 Malz zelí 
T81 Bojos brambory 
T82 Blaník cukrovka 
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T83 Bojos pšenice 
T84 Wintmalt kukuřice 
T85 Bojos pšenice ozimá 
T86 Bojos kukuřice 
T87 Laudis 550 cukrovka 
T88 Bojos pšenice ozimá 
T89 Malz pšenice ozimá 
T90 Laudis 550 pšenice ozimá 
 
Příloha II  Seznam analyzovaných vzorků meziproduktů výroby sladu 
Označení vzorku Datum odběru Odebraný meziprodukt Obsah sušiny [%] 
R1 23. 2. 2015 Ječmen náduvník 88,1 
R2 23. 2. 2015 Ječmen I. den máčení 72,0 
R3 24. 2. 2015 Ječmen II. den máčení 63,6 
R4 25. 2. 2015 Ječmen III. den máčení (I. den klíčení) 56,7 
R5 26. 2. 2015 II. den klíčení 54,0 
R6 27. 2. 2015 III. den klíčení 51,5 
R7 28. 2. 2015 IV. den klíčení (zelený slad) - mokrý 56,8 
R8 1. 3. 2015  Zelený slad - předsoušený 74,5 
R9 2. 3. 2015 Zelený slad – spodní líska 79,8 
R10 3. 3. 2015 Slad 95,3 
R11 3. 3. 2015 Sladový květ 94,3 
 
Příloha III  Naměřené koncentrace zearalenonu v analyzovaných vzorcích sladovnického ječmene 
metodou ELISA 
Vzorek Odrůda Předplodina Absorbance 
Koncentrace 
[
1kgg  ] 
T1 Bojos pšenice ozimá 1,993 6,233* 
T2 Bojos kukuřice 1,834 9,102* 
T3 Malz cukrovka 1,901 7,765* 
T4 Bojos kukuřice 1,942 7,036* 
T5 Malz kukuřice 1,860 8,568* 
T6 Bojos pšenice ozimá 1,859 8,594* 
T7 Blaník kukuřice 1,863 8,497* 
T8 Malz pšenice ozimá 1,810 9,651* 
T9 Xanadu pšenice 1,955 6,832* 
T10 Xanadu řepka ozimá 1,886 8,054* 
T11 Sebastian řepka ozimá 1,942 7,049* 
T12 Prestige řepka ozimá 1,881 8,144* 
T13 Xanadu pšenice 1,812 9,593* 
T14 Sebastian pšenice 1,817 9,489* 
T15 Wintmalt pšenice 1,895 7,881* 
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T16 Laudis 550 kukuřice 1,790 10,123* 
T17 Malz kukuřice 1,875 8,253* 
T18 Bojos cukrovka 1,861 8,542* 
T19 Laudis 550 cukrovka 1,908 7,637* 
T20 Malz kukuřice 1,855 8,671* 
T21 Laudis 550 cukrovka 1,831 9,186* 
T22 Malz pšenice ozimá 1,843 8,922* 
T23 Bojos cukrovka 1,871 8,349* 
T24 Wintmalt ječmen jarní 1,846 8,858* 
T25 Malz kukuřice 1,806 9,735* 
T26 Bojos pšenice ozimá 1,792 10,064* 
T27 Malz pšenice ozimá 1,692 12,786* 
T28 Blaník kukuřice 1,716 12,089* 
T29 Malz pšenice ozimá 1,799 9,896* 
T30 Bojos kukuřice 1,795 10,000* 
T31 Malz cukrovka 1,736 11,510* 
T32 Bojos kukuřice 1,675 13,309* 
T33 Malz kukuřice 1,785 10,252* 
T34 Bojos pšenice ozimá 1,699 12,578* 
T35 Bojos řepka ozimá 1,849 8,787* 
T36 Bojos pšenice 1,726 11,803* 
T37 Bojos kukuřice 1,733 11,595* 
T38 Blaník brambory 1,738 11,471* 
T39 Bojos řepka ozimá 1,752 11,075* 
T40 Blaník brambory 1,680 13,158* 
T41 Malz pšenice 1,801 9,864* 
T42 Wintmalt brambory 1,629 14,847* 
T43 Bojos pšenice ozimá 1,793 10,045* 
T44 Bojos řepka ozimá 1,386 26,538 
T45 Laudis 550 slunečnice 1,456 22,453* 
T46 Bojos pšenice ozimá 1,463 22,087* 
T47 Malz pšenice ozimá 1,372 27,429 
T48 Marthe - 1,482 21,091* 
T49 Bojos kukuřice 1,506 19,943* 
T50 Bojos ječmen jarní 1,450 22,773* 
T51 Bojos - 1,499 20,268* 
T52 Malz ječmen jarní 1,465 21,968* 
T53 Laudis 550 kukuřice,cukrovka 1,490 20,732* 
T54 Bojos ozimá pšenice 1,422 24,346* 
T55 Blaník pšenice ozimá 1,380 26,933 
T56 Bojos cukrovka 1,476 21,423* 
T57 Malz cukrovka 1,426 24,146* 
T58 Bojos ozimá pšenice 1,489 20,772* 
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T59 Blaník kukuřice 1,386 26,551* 
T60 Bojos - 1,433 23,725* 
T61 Malz cukrovka 1,490 20,732* 
T62 Bojos cukrovka 1,461 22,200* 
T63 Malz ozimá pšenice 1,405 25,401 
T64 Marthe cukrovka 1,504 20,049* 
T65 Malz pšenice ozimá 1,499 20,248* 
T66 Bojos pšenice ozimá 1,504 20,016* 
T67 Malz cukrovka 1,515 19,499* 
T68 Blaník cukrovka 1,408 25,200 
T69 Bojos cukrovka 1,452 22,693* 
T70 Laudis 550 cukrovka 1,450 22,773* 
T71 Bojos ozimá pšenice 1,390 26,284 
T72 Blaník cukrovka 1,394 26,049 
T73 Malz cukrovka 1,367 27,751 
T74 Wintmalt kukuřice 1,224 39,173 
T75 Bojos peluška jarní 1,430 23,8854* 
T76 Malz pšenice ozimá 1,245 37,168 
T77 Bojos kukuřice 1,424 24,219* 
T78 Blaník cukrovka 1,436 23,579* 
T79 Malz cukrovka 1,351 28,852 
T80 Malz zelí 1,379 27,000 
T81 Bojos brambory 1,430 23,892* 
T82 Blaník cukrovka 1,390 26,317 
T83 Bojos pšenice 1,419 24,526* 
T84 Wintmalt kukuřice 1,437 23,505* 
T85 Bojos pšenice ozimá 1,372 27,442 
T86 Bojos kukuřice 1,390 26,310 
T87 Laudis 550 cukrovka 1,273 34,763 
T88 Bojos pšenice ozimá 1,398 25,815 
T89 Malz pšenice ozimá 1,454 22,560* 
T90 Laudis 550 pšenice ozimá 1,346 29,181 
*   koncentrace vzorku je menší neţ limit kvantifikace 
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Příloha V MS spektrum 
 
 
 
Příloha VI  Protokol optimalizace kolizní energie  
 
 
Příloha IV Protokol optimalizace hmotnostního detektoru 
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Příloha VII  MS/MS spektrum 
 
 
 
Příloha VIII  Chromatogram vzorku T63 (dole) ve srovnání se standardem o koncentraci  
10 ng·ml-1 (nahoře) 
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Příloha IX  Chromatogram vzorku T59 (dole) ve srovnání se standardem o koncentraci  
10 ng·ml-1 (nahoře) 
 
